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I- ANTECEDENTES

La leucemia es una enfermedad Que se conoce como tal desde hace
aproximadamente 150 afos, aunque su sintomatologia ha sido descrita
y reportada desde la antigiuedad C{>. Sin embargo,con el conocimiento
de la circulacidn de la sangre, el descubrimiento del microscopilo,
la diferenctacidn de los elementos formes de la sangre,su
nomenclatura y posteriormente la observacidn de la abundancia de
los leucocitos en los pacien'tes Que sufrian y morian de esta
enfermedad Cinvestigaciones post-mortem al principiod, llevd a los
clentificos del siglo pasado, en especidl a Bennett y Virchow a
denominar a esta enfermedad: leucocitemia, el primero y leucemia el
segundo C2D.

Muchos cientificos en diferentes partes del mundo han estudiado
a pacientes con leucemia, sobre todo a partir de la segunda mitad
del siglo pasado a la fecha. Son reconocidos los grupos ingleses,
franceses, norteamericanos, australianos, jJaponeses y mexicanos,
entre otros.

En nuestro pais ocurre en la medicina, lo Que en muchas dreas
de la ciencia, donde con toda derecho muchos grupos se dedican a la
tnvestigacidn del mismo tema en forma separada. La hematologia no
es la excepcion y en el presente caso, el Instituto Nacional de
Pediatria, que deberia por su naturaleza ser el encargado de todos
los casos hematoldgicos en niffos, comparte sus esfuerzos con otras.
instituciones, ya sea en la capital ¢ en toda la Repudlica. Esto
explica el hecho de gque a pesar de tener 32 pactentes diagnosticados
en 7 meses, con padecimientos de leucemia aguda, este estudio no
significa mds gque una muestra de lo que puede ocurrir en todo el
pats.

La podblacidn estudiada fueron todos pacientes de O0-17 afos
Cpedidtricos), con diagndstico presuntivo de leucemia gue acudieron
al Instituto Nacional de Pediatria de la ciludaed de México en un
pertodo de 7 meses. La mayoria, st no todos, fueron atendidos por

los hematdlogos pediatras, mismos qgue son los que hacen el



diagndstico presuntivo y toman las mnuestras de médula para el
estudio en el laboratorio de hematologia del mismo Instituto.

Los frotis de mddula dsea tefiidos .con Wright fueron revisados
en el laboratorio por Llos hematdlogos, para su clasificacidn
citomorfoldgica ,segun los criterios establectidos por el grupo
cooperativo Franco Americano Britdnico C(FABD) (3 y 4>. Otros
frotis fueron teRidos con diversos colorantes para su ulterior
tdentificacidn citoquimica y leidos posteriormente. Con médula dsea

disuelta en un buffer de fosfatos v con heparina como
anticoagulante se realizd la tnmunotipt ficacidn. Todas las
observactones se hicieron al microscoplo con odbjetivo de inmersidn,
para la clasificacion por tnmunofenot i po se utilizd

tnmunof luorescencia.



11. -0INTRODUCCION

Las células sanguineas derivan de wuna célula pluripotencial
Cstem celld de médula dsea, qQue tiene la propledad de limitar
progresivamente la expresidn de diferenciacidn caracterizada por
cambios secuenciales en morfologia, ciltoguimica, antigenos de
superficie y hasta rearreglos génicos para comprometerse con un solo
linaje, respetando asi el principio de fidelidad de estirpe.

Las leucemias resultan de una proliferacidn autdnoma de
elementos hematopoyéticos. Las cédlulas anormales exhidben patrones
morfoldgicos caracterizados por la detencidn en su maduracidn. Son
un grupo heteraééneo de enfermedades caracterizadas por la expansidn
clonal maligna de una linea celular ‘Que tiene las siguientes
caracteristicas: 1> mala respuesta a los mecanismos reguladores,2d
tendencia a tener menor capa:cidad de diferenciacidn cetular normal,
3D capacidad de expanderse a expensas de las Llineas nieloides
normales, 40 una posidble capacidad de suprimir o detertorar el
crecimiendo de células mieloides normales’(5).

Las leucenmias que de manera tradicional se consideraban como
agudas , en base a sus caracteristicas ciltoguimicas y morfoldgicas
Cgrupo Fabi(3,4,10>, y a la duracidn del padecimiento, actualmente
se estudian y tratan en dos grandes grupos: agudas y crdnicas.

Mediante el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra
antigenos de superficie e Intracitopldsmicos se han documentado
casos de pacientes con leucemia aguda con heterogeneidad de estirpe,
Que expresan marcadores linfo-mieloides o asincronia en la estirpe,
sugiriendo que la fidelidad de linea es violada como resultaedo de
una "mala programacidn genédtica'C{1)

Las leucemias tamdién se ha considerado qQue constituyen un
grupo heterogéneo de neoplasias, ya @ue la proliferacidn celular
deriva de la transformacidn maligna de las células hematopoyétices,
principalmente en la médula dsea y Llos tejidos linfoides, donde
interfieren con la inmunidad y con la hematopoyesis normal.
Firnalmente emigran a la periferia y pueden infiltrar otros tejidos
6.



Ya se ha dicho gque las leucenias se clasifican segin el tipo
celular. Con la mdxima frecuencia, la célula pertenece a Lla serie
dblanca, pero ocastonalmente puede ser de la Llinea megacariocitica
(7> o de la serie eritroide (8).°'Habitualmente la leucemia afecta a
una sola linea celular, pero se reconoce actualmente la existencia
de las llamadas leucemias de fenotipo mixto, en las cuales hay unra
subclona de células que posee marcadores superfictales
caracteristicos de las células mieloides tempranas y otra subclona
cuyos marcadores superficiales son tipicos de las formas
linfociticas precoces'(C9).

Las leucemias agudas, crdnicas o de forma intermedia o
variable son una enfermedad que sin tratamiento puede ser fatal a
corto plazo.

ETIOLOGIA DE LA LEUCEMIA. - NHasta la fecha, no se sabe con
precisidn cual es la causa g@ue origina la proliferacidn celular
desordenada Que caracteriza al padecimiento leucémico, se ha
sugerido la influencia de factores ambientales, gendticos, virus y
en la actualidaed con métodos de biologia molecular se han encontrado
mutaciones en genes como el p53, (12> que se constidera pueden dar
lugar a una leucemia.

En relacidn al medio ambiente, la radiacidn tonizante se ha
constiderado como, uno de los principales factores predisponentes a la
leucemia, asi como algunos agentes @uimicos sobre todo los
aromdticos como el bencerno, los tinsecticidas, pesticidas y
conservadores y saborizantes, aungue no se puede asegurar nada en
concreto respecto a estos productos quimicos.

En lo que se refiere a factores gendticos, algunos trastornos
congénitos son predisponentes a la leucemia, y a los pacientes que
los padecen se les considera como de muy alto riesgo.

Estos son los sindromes de Down, de Bloom, de Klinefelter, de
Fancont y de Wiskott-Aldrich.
En lo tocante a los virus, se ha aislado el virus HNTLV-I de

pacientes con leucemia de células T y se considera que éste es el



agente causal. De pacilentes con leucemias crdnicas, raras y mal
definidas de células T se ha aitslado el virus HTLV-11. (6>

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA LEUCEMIA. -*Los sintomas mds
comunes al momento del diagndstico son: fatiga, dolor dseo, . pdrdida
de peso, pirpura y sangrado anormal. lLos hallazgos mds comunes en la
exploracidn fisica son: Esplenomegalia, hepatomegalia,
linfadenopatia, purpura y palidez. lLa fatiga es causade en parte por
la anemia, el dolor dseo es derivado de la invasidn de las cavidades
por el proceso leucémico, mientres que la pirpura y el sangrado
anormal estdn relacionados con la trombocitopenia. Lla palidez es
dedbida a la anemia y la esplenomegalia, hepatomegalia y
linfadenopatia se deben a la infiltracidn de células leucémicas. La
neutropenia hace que los paclentes sean susceptidles a las
infecciones y a la fiebre, pero la fiedbre es securndaria a la
leucenia mds qgue la 1infeccidn. Lla coagulacion intravascular
diseminada CCID> puede ocurrir en cualguier leucemia aguda, pero es
mds comin en la leucemia aguda promielocitica. La afeccidn meningea
se produce como un sintoma neuroldgico. La transformacidn de
leucenia aguda linfocitica en reticulosis medular histiocitica es
reportada por Shreirer en {975° (1)D.

Incidencia y prevalencia.- ‘'la incidencia de todas las
leucemias es aproximadamente de 13 casos por cada 100,000 personas
por afo. La incidencia de las leucemias, tanto agudas como cronicas,
es algo mds alta en varones que en mujeres. La Lleucemia aguda
linfocitica es principalemente una enfermedad de niflos y adultos
Jovenes, mientras que la leucemia aguda mielocitica aparece a todas
las edades. Las leucemias crdnicas, as? como la de células peludas,

tienden a aparecer en los anclanos. (6D



000. ~CLASIFICACION CITOMORFOLOGICA DE LAS LEUCEMNIAS AGUDAS.

Como se ha mencionado anteriormente, existe un grupo cooperativo
Franco-Americano-Britdnico para el estudio ciltomorfoldgico de ' las
leucemias conoctdo internacionalmente por las siglas FAB, la
fimlidad de este grupo ha stdo la de tener un sistema unilforme de
clastficacidn y nomenclatura de las leucemias agudas gque sirva para
definir las caracteristicas de cada entidad en particular y que haga
menos ambigua y mds obdbjetiva la clasificacidn morfoldgica C3D.

La clasificacidn de la FAB estd basadac casi enteramente en la
apariencia morfoldgica de los frotis de mdédula dsea y sangre
periférica teRidos con colorante Romanowsky y también en ciertos
casos con reacciones cltoguinicas. Los frotis de sangre son
esenciales especilalmente en las leucemias mieloldes, pero no son
considerados indispensables ni suficientes para el diagndstico.

Las leucemias linfobldsticas se han constiderado de 3 tipos
llamados L1, L2, y L3 definidos de acuerdo ad) las caracteristicas
citoldgicas individuales y ) el grado de heterogeneidad en la
distriducidn entre la poblactdn celular leucdmica. Las
caracteristicas consideradas son: tamafio de la célula, cromatina
nuclear, forma del nucleo, nucleolos,cantidad y bdasofilia del
citoplasma. Cada una de estas caracteristicas en mds de un 10% de

las células son' consideradas para cada tipo.

CARACTERISTICAS DE 1. - Células predominantemente pequefias, dos
veces el didmetro de un linfocito pequefio, aungque varia su tamafo. La
cromatina nuclear es variable de caso en caso pero es homogenea, La
forma del nidcleo es irregular, pero presenta hendiduras o dientes

y pliegues caracteristicos. Los nucleolos no son visidbles.
Frecuentemente, cuando estdn presentes son pequefios, no prominentes.
El citoplasma es generalmente escaso ¢ es grande el radio nucleo
clitoplasmad. Es poco comun la basofilia citopldsmica profunda.

CARACTERISTICAS DE 0.2. - Generalmente la mayoria de las células
son de tamafo mayor a 2 veces un linfocito,en muchos casos hay una
marcada heterogeneidad en el tamaro celular. La cromatina nuclear



varia de finamente dispersa a condensada en grumos y es5 una
caracteristica heterogenea en cada caso. Las hendiduras y los
pliegues nucleares asi como las identactiones son gruesas y
caracteristicas. Los nucleolos siempre estdn presentes y son
variables en tamafio y numero, frecuentemente son abundantes. La
cantidad de clitoplasma de las células en cada caso es variable pero
generalmente es abundante, la basofilia del citoplasma es variable
y en algunos casos es muy nmarcada.

CARACTERISTICAS DE L3 Ctipo Burkittd. Estas son células grandes
y homogeneas, tienen cromatina nuclear densa pero finamente moteada.
El nucleo es de oval a redondo y es regular. En la mayoria de las
células hay uno © mds nucleolos prominentes y vesiculares. La
basofilia del citoplasma es intensa en todas las células. Se puede
encontrar casi un 5% de indice mitdtico en forma caracteristica. La
vacuolizacidn del citoplasma es prominente y frecuente en la mayoria
de las células; la vacuolizacidn podria presentarse en L1 y L2 pero
es menos prominente que en L3.

La leucemia linfodbldstica LI representa el tipo de Lleucemia
aguda comin en la infancia, L2 es menos comin y requiere de otros
estudios para su diferenciacidn de la leucemia mielobldstica Mi.

CLASIFICACION DE LAS LEUCEMIAS MIELOIDES. — Se describen 7 tipos
de leucemias mieloides: M{ ,M2,M3, M4, M5 M6 y M7 definidos de acuerdo:
adla diferenciacion entre una o mds lineas celulares y b> el grado
de maduracidn de las células. M{,M2 y M3 muestran diferenciacidn
granulocitica y difieren una de otra en la naturaleza y extensidn de
la maduracidn de Llos granulocitos; M4 presenta diferenciacidn
granulocitica v monocitica, M5 tiene di ferenciacidn
predominantemente monocitica, M6 presenta di ferenciacion
eritrocitica y M7 es megacariocitica.

M7. LEUCEMIA MIELOBLASTICA SIN MADURACION. - Las células en la
médula dsea tienen evidencia de diferenciacidn granulocitica Yy
muestran ad blastos en frotis de médula tefidos con Romanowsky, los
cuales son no granulares y generalmente contienen uno o mds
nucleolos; 3% o mds de blastos son mieloperoxidasa positivos o b
puede existir una proporcidn variable de blastos que contienen pocos
granulos azurdfilos, bastones de‘ Auver o ambos.

7



M2 LEUCEMIA MIELOBLASTICA CON MADURACION. - Las caracteristicas
que la distinguen es la maduracidn al estado promielocitico Que son
células mds grandes que Llos granulocitos normales y contienen
numerosos grdnulos azurdfilos. Mas del 50% de las cédlulas en la
mddula Jsea son mielodblastos y promielocitos, frecuentemente
nucleadas con cantidades variables de citoplasma, generalmente con
muchos grdnulos azurdfilos. Son comunes las células con bastones de
Auer. En raros casos los mielocitos, metamielocitos y granulocitos
maduros son eosindfilos.

Los mieloblastos bilodbulados o reniformes pueden confundirse
con monocitos, tienen pequerios nucleolos, un modelo de cromatina
fina y citoplasma menos abundante que carece del color grisaceo
caracteristico de los monocitos.El uso de reacciones citoguimicas
especificas para monocitos ayuda en estos casos. El polimorfismo de
las células en la M2 puede nmostrar anormalidades de diferentes
proporciones y combinaciones; puede tener pocos o ningin grdnulo,
su nucleo semeja a la anomalia de Pelger-Hiet y carecer de actividad
a la mieloperoxidasa. Los casos de hiperplasia eritroide con menos
de 50% de eritroblastos, sin anormalidades nmorfoldgicas de
eritroleucemia se incluyen en est.e Erupo.

M3 LEVCEMIA PROMIELOCITICA HIPERGRANUVILAR. - Las caracteristicas
de M3 son: ad la gran mayoria de las cdlulas son promieloctitos
anormales, con un modelo de granulacidn gruesa singular, bdel nucleo
varia en tamafio y forma y generalmente es reniforme o bilobulado, ¢d
el citoplasma de la mayoria de las células estd completamente
ocupado por grénulos grandes,coalescentes tefidos de rosa brillante
rojo o purpura. Las células presentar abundantes bastones de Auer
distridbuidos en el citoplasma Ccélulas '’ faggot'd, d> hay una alta
proporcion de promielocitos hipergranulares y células faggot rotas,
con grénulos y bastones de Auer lidbres y entre las células.

M4 LEUCEMIA MIELOMONOCITICA. - En las células de la médula dsea
y de sangre periférica existe una proporcidn variable de
granulocitos y monocitos. Md se parece a M2 en todos los aspectos,
excepto en la proporcidn de promonocitos y monocitos que excede al

20% de las células nucleadas en médula dsea y sangre periférica;sin



embargo, los promonocitos y promieloctitos no son fdcilmente
identificados con la tincidn de Romanowsky y se deben usar
preparaciones citogquimicas especificas para monocitos. la diferencia
entre M2 y M4 es la alta cuenta de promonocitos, monocitos o ambos
en sangre periférica, si el porcentaje de monocitos excede al 20% la
leucenia se clasifica como M5.

M5 LEUCEMIA MONOCITICA.- El dJdiagndstico basado en frotis
teidos por Romanowsky requiere siempre confirmacidn por métados
citoquimicos. Puede haber dos subtipos: ad leucemia monodbldstica
podbremente diferenciada caracterizada por blastos grandes en m&dula
dsea y en sangre periférica que tienen cromatina delicaeda y { a 3
nucleolos ocasionalmente, Llos cuales son grandes, prominentes y
vesiculares. El citoplasma es voluminoso, frecuentemente con wuno o
mds seuddpodos, basofilico con grdnulos azurofilices. Los seuddpodos
o yemas podrian ser mds translicidos que el resto del citoplasma y
tienen apariencia de una membrana doble, hay un bajo porcentaje de
monocitos presentes; &> leucemia monocitica o diferenclada: se
encuentran frecuentemente monoblastos, promonocitos y monocitos
pero la proporcidn de monocitos en sangre periférica es superior a
la de la mddula dsea, en la cual predominan los promonocitos. Estas
células son parecidas a los monodblastos pero tienen un nucleo grande
de apariencila cerebdriforme; el nucleolo puede estar presente, el
citoplasma es basofilico con apariencia grisdcea y finos grdnulos
azurdfilos distriduidos en todo la célula.

M6 ERITROLEUCEMIA. - Esta enfermedad fué descrita por Dt
Guglielmo en 1917, pero jfué Dameshek el que did Lla definicidn
moderna en 1(969(13D, descridbiéndola como ‘un desorden
mieloproliferativo con fuerte hiperplasia eritroide de la nmddula
dsea o de tipo megalobldstico, megaloblastoide o normobldstico y de
desarrollo gradual con incremento del numero de mielodblastos'.

Segun laFAB (3D la eritroleucemia presenta un componente
eritropoyético que excede al 50% de células nucleadas en la mddula
dsea y muestra eritrodblastos, de caracteristicas mor foldgicas
bizarras, especialmente lodbulacidn miltiple del nucleo con variacidn

de tamafio de los ldbulos, miltiples niucleos, presencia de uno o mds



fragmentos nucleares, formas gigantes Y caracteristicas
megaloblastoides. La proporcidn de eritroblastos con
diseritropoiesis bizarra excede al 10% y otras anormalidades de M6
pueden estar presentes, pero un componente eritropoyético de 30%
puede ser suficiente. En sangre periférica se encuentran
frecuentemente eritroblastos. Las células granulopoyéticas muestran
un incremento en la proporcidn de mielodblastos y promielocitos
y podrian verse bastones de Auer. El porcentaje de mnmielobdlastos y
promielocitos acompafados por los cambios diseritropoyéticos es
variable, pero menos de 30% de células nucleadas es una alternativa
de diagndstico de un sindrome dismielopoidtico.(10 y 13D

LEUCEMIA MEGACARIOCITICA AGUDA © M7.- Los blastos en la
leucemia megacariocitica o M7 estdn clast ficados como
indil ferencilados segin los criterios previos de la FAB. Las células
aparecen altamente polimorficas, tentendo forma redonda con
cantidades de citoplasma esparcido y cromatina densa, semejante a
'll‘.nfoblastas. L1, y otras cédlulas parecidas a L2, con o sin grdnulos
y con uno o mbds nucleoclos prominentes. Los nucleos son redondos y
la cromatina finamente reticulada, la heterogeneidad de tamafo es de
un 20 a 30% de los blastos los cuales son dos a tres veces mds
grandes que los linfocitos. A veces las células, ya sea en mddula
dsea o en sangre perlférica pueden presentar al gunas
protuberancias en el citoplasma o megacariocitos en diferenciacidn,
en los cuales las plagquetas pueden estar en grupos o rodeando a la
célula, cuando se wven fragmentos de megacariocitos en sangre
periférica se debe considerar wun componente megacariodbldastico
significativo. El diagndstico debe completﬁrse con tinciones
ciltogquinicas, marcadores de superficie y citogendtica.

Por otra parte se han reportado casos de pacientes con blastos
tipicos de leucemia linfobldstica y que presentan granulaciones(14d
Estos casos han sido diagnosticados en base a cltoguimica.
marcadores inmunoldgicos o ciltogendtica como Leucemia Llinfobldstica

aguda granular.

10



Una variacidn de la leucemia granulocitica crdnica descrita
desde hace muchos affos es la 'leuwcemia basofilica’Cib) que
posteriormente ha sido llamada Leucemia Aguda no Linfocitica con
diferenciacidn Basdfila por sus caracteristicas fisicas y

cttoguimicas

11



Clastificacidn FAB de las leucemias agudas(13D

Lt

L2

L3

JEIFISHEX

Leucemia aguda linfocitica
tipica de niftos
Células pequeiias
Radio nucleo/citoplasma alto
Nucleolos no distinguibles
tipo 'adulto’
Células grandes, de tamafo heterogeneo
Citoplasma mds abundante Que el tipo L{
Nucleolos prominentes
tipo 'Burkitt’
Células grandes de tamaio heterogeneo
Citoplasma con basofilia profunda y vacuolas prominentes.
Leucemia aguda no linfocitica
Leucenia mielobldstica sin maduracidn
Leucemia mielodldstica con maduracidn
Leucenia promielocitica hipergranular
Leucenia mielomonocitica
Leucemia monocitica
Eritroleucemia C(sindrome de diGuglielmod

Leucemia megacariocitica

12



1V. - CLASIFICACION COTOQUIMICA DE LAS LEVUCEMIAS AGUDAS.

Las téecnicas citoquimicas han  significado una  ayuda
considerable a la clasificacidn morfoldgica. A partir del siglo
pasado cuando Paul Erhlich buscando su ‘dbala mdgica® desarrolld
métodos de tincidn diferencial,(1{) un gran nimero de investigadores
han buscado reacciones qgue sirvan esencilalmente para dos
propdsitos: 1) identificar los componentes no enzimdticos de las
células como el glicdgeno y los lipitdos y &) conocer la reaccidn
coloreada de algunas enz2imas como la nmieloperoxidasa Y las
esterasas.(13,16,17,18).

Las reacciones citoquimicas mds conocidas y uttilizadas son:

1> Acido peryddico de Schiff conocida como PAS

2> Mieloperoxidasa

3> Suddn Negro

4> Esterasas

5> Fosfatasa dcida

{.-La reaccidn del dcido peryddico de Schiff identifica a una
variedad de cardohidratos naturales incluyerndo: monosacdridos,
polisacaridos, glicoproteinas y mucoproteinasC1i3d. Ya qque las
células linfoides inmaduras son generalimnte mucho mds ricas en
glucdgeno Que las mieloides y monocitoides, la reaccidn de PAS es de
particular importancia para distinguir a la leucemia linfobldstica
aguda de la leucemia no linfodldstica, ya @ue los linfodblastos
muestran grdénulos citopldsmicos gruesos muy caracteristicos. Los
mieloblastos son PAS negativo o podrian teflirse de una manera muy
difusa. Los monoblastos pueden ser negativos completamente o tener
algun grado de positividad desde punteado fino a grdnulos gruesos.
Los eritroblastos pueden ser positivos en proporcidn variable.

Esta reaccidn aun cuando se considere en tres grados diferentes
de positividad: bdajo, intermedio y alto, hasta la fecha no
representa ningun valor prondsticoC19), Nayhoe, Quaglino y Flemans
C20> sugtleren la utilizacidn de las ldminas teRidas primero con la
tincidn de Romanowsky para la reaccidn de PAS y reportan buenos
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resultados, sin embargo nosotros preferimos wutilizar frotis sin
teRir para cada una de las pruebas citoquimicas. Por otra parte
Quaglino y Hayhoe (21D reportan gque la digestidn hecha con saliva
reduce la positividad de los eritroblastos en la enfermedad de Dt
Gugliemo hasta volver a las células negativas a la reaccidn de PAS.
2.-La demostracidn de la actividad de la enzima peroxidasa en
los leucocttos ha sido de valor para los HNematdlogos desde
principios de siglo. Se han descrito muchas técnicas basadas en el
uso de bencidina como indicador, este compuesto cuando se oxida
precipita como cristales o grénulos de color café o azul C22).

Como el uso de la bencidina se demostrd gue era carcinogendtico
se ha sustituldo por el dicloruro de bencidina, que aungque tamdién
es carcinogendtico es menos peligroso que la primera.

La actividad de la peroxidasa estd representada por pequefios
grénulos de color asul en el citoplasma de granulocitos y monoctitos,
los eosindfilos se tiflen mds intensamente y los gr&nulos son de
color café-negruzco o azul obscuro, !.os monoctitos presentan menos
actividad gque los granulocitos. Todos los elementos de la sangre
y médula dsea se tifen incluyendo a los basdfilos.

3. -El negro suddn es un colorante dis-azo neutro gue tifie a una
gran variedad de ltpt'dos. Reacciona con los componentes
fosfolipidicos de la membrana de los grdnulos azurdfilos primarios
de las células mieloides y podria combinarse quimicamente con los
componentes no lipidicos de la célula. Los linfoblastos por el
contrario son-. sudén negro negativos. Los monoblastos Y los
promonocitos - son menos positivos al suddn negro que los mielodlastos
y promielocitos. C16D

El incremento de la positividad al suddn negro en la leucemia
aguda mieloide es una caracteristica mor foldgica importante para
predecir la remisidn y sobrevivencia, tambidn se ha considerado Que
la positividad puede predecir la duracidn de la remistion C23D.

4. -Se han probado varias reacciones para las esterasas, entre
ellas: al fa naftil acetato esterasa CANAED , Cloroacetato
esterasa, alfa naftil butirato esterasa y esterasas no especificas.

El uso de alfa naftil acetato esterasa CANAED y AS-D naftil
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cloroacetato como sustrato ayuda a la diferenciacidn entre tres
tipos de Lleucemia aguda, pués se ha demostrado una  fuerte
positividad a la alfa naftil acetato esterasa en los megaloblastos,
pero la mayor actividad de la esterasa es en los monocitos y
monodblastos, por lo que es un dbuen indicador de M4 y M5.C24>

La demostracidn diloguimica de la actividad de la alfa naftil
acetato esterasa como indicador de linfocitos T fué probada por
Knowles y colaboradores (250 quienes nos indicaron que el modelo de
tincidn con esterasa es diferente entre linfocitos Ty monocitos y
puede ser reproducible, rép‘zjesentando una alternativae a la formacidn
de rosetas con eritrocitos de carnero, la cual también se usa para
clastficar a los linfocitos T. (tdcnica inmunoldgicad(26).

Las esterasas (lipasas y colinesterasas) pueden hidrolizar alfa
naftil ésteres, porque las colinesterasas son las responsables de
esta reaccidon(27> tanto en los leucocitos como en otras células
de los diferentes drganos linfoides. La posible localizactdn de la
actividad de la enzima ha sido estudiada al microscopio de campo
obscuro despuds de una reaccidn citoguimica y se han encontrado
cuerpos redondos como vesiculas que témbt‘;én contienen fosfatasa
acida €28> Estas vesiculas se han tdenti ficado como lisosomas.

5.-La fosfatasa dcida es una enzima lisosomal localizada en los
grdnulos azurdfilos de los granulocitos y monocitos, la actividad de
la fosfatasa dcida es generalmente mds pronunciada que la de la
mieloperoxidasa en los monocttos. En el 90% de los casos de leucemia
aguda de cédlulas T, se ha encontrado actividad de fosfatasa dcida en
la regidn perinuclear, en contraste menos del 10% de linfoblastos de
células no T son positivos a la forfatasa dcidal1d

La técnica de la tincidn de fosfatasa dcida estd dbasada en el
uso de derivados del ester de fosfato As-naftol como sustrato Yy
hexazonio de pararrosanilina como complejoC29).

La tincidn de fosfatasa deida ha sido reportada positiva con
caracteristica fuerte en la regidn de Golgt de los linfodlastos T,
sin embargq es necesarto el uso de marcadores iInmunoldgicos porgue
pued_e haber confusiones al resultar positivos los frotis de leucemia
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aguda linfocitica no T. (30). Otros autores sugieren el wvuso de la
fosfatasa dcida y la formacidn de rosetas para la diferenciacidn de
los linfocitos T, ya que se ha observado que puede haber hasta un
Q0% de células no T que den resultado positivo a la tincidn de
fosfatasa dcida. (31>. Otros dutoz;es han observado también gque ' con
frecuencia son positivas a la fosfatasa deida células de leucemia B,
T y nula en una proporcidn muy similar(32>. Janckila y colaboradores
sugieren el uso de fosfatasa dcida resistente al tartrato para la
tdentificacidn de los blastos en la leucenia de ‘células peludas’
€335 y reticuloendoteliosis, ya gque la fosfatasa dcida de estas
células es nmuy peculiar. Igualmente Katayama y colaboradores
estudiaron tambidn la reticuloendoteliosis Lleucdmica de ‘células
peludas’ con el uso de fosfatasa 4cida resistente al tartrato (34
ya que usando el método di-aso con naftol AS-BI y dcido fosfdrico
como sustrate, se demostrd la presencia de una isoenzima de la
fosfatasa dcida.

Autores como Basso y colaboradores han estudiado los linfocitos-
Ty los timocitos con tres diferentes tinciones citoguimicas como
son la N-acetil-beta-glucosaminidasa, alfa-naftil-acetato-esterasa y
alfa-naftil-dbutirato-esterasa, ademds de la fosfatasa dcida y han
demostrado Que la que da una positividad realmente significativa es
la fosfatasa dcidal35>.

Las 4reas dependientes de células T en el tejido Llinfoilde
humano normal, s'f:m ricas en fosfatasa dcida, alfa-naftil-acetato
esterasa, beta-glucuronidasa y N-acetil-beta-glucosamina de gran
actividad, mientras que las dreas que dependen de células B tienen
muy bajo nivel de estas enzimas. En las lewcenmias ltnfotcies con
reacciones citogquimicas para este numero de hidrolasas, se ha
observado actividad de fosfatasa dcida y beta-glucuronidasa en las
leucentias de células maduras e inmaduras de células T, en contraste
con la reaccidn negativa de las cédlulas leucdmicas B.(36D

Para tden.ttftca.r. monocttos y granulocitos neutrdfilos,
eosindfilos y basdfilos, se han usado wmétodos citoquimicos como

cloroacetato-esterasa, esterasa no especifica, peroxidasa y metacro-
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masia. Estos mdtodos son simples, sensitivos y fdcilmente reproduci-
dbles. Los productos de reaccidn son altamente cromogénicos e
insolubles en solventes orgdnicos. Cualguiera de estos mftodos se
puede usar ya sea independientemente o combinados con otros métodos
citoquimicos para demostrar el tipo de cédlula deseado. (37>

La leucemia aguda promielocitica o M3 que presenta como
complicacidn mds frecuente la coagulacion intravascular diseminade
puede ser estudiada citoguimicamente por las tinciones de:
mieloperoxidasa, PAS, ASD-cloroacetato esterasa y ANAE (38> ya Que
da todas estas reacciones posttivas. (39D

La beta glucuronidasa es una enz2ima hldrolasa, similar a la
alfa naftil acetato esterasa y las fosfatasas dcida y alcalina. Las
células que expresan actividad de beta glucuronidasa han sido
pobremente caracterizadas en la evaluacidn de células Llinfoides
nalignas €400 Machin y colaboradores reportan wun estudio en gque
relacionan la actividad de la deta glucuronidasa con otras enzimas
hidrolasas como la ANAE y fosfatasas indicando que la positividad de
esta enzima es suficiente para poder tomarse como prueba de
diagndstico.

St la anemia refractarta siderobldstica fuera sin lugar a dudas
una fase en el desarrollo de la eritroleucemia, se podria esperar un
modelo similar de positividad al PAS de los eritroblastos en esta
en{ermdaci. y quizd un nimero incrementado de grdénulos stiderdticos
en los eritrodlastos leucédmicos (41D,sin embargo se ha reportado un
tndice de positividad menor en esta enfermedad
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V. - CLASIFICACION INMUNOFENOTIPICA DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS.

Las técnicas titnmunoldgicas se han wusado para identtficar
antigenos celulares de la superficie de la membrana. Para aumentar
la sensidilidad se han usado tdcnicas indirectas de dos o tres éapa.s
untdas a un anticuerpo primario el cual es reconocido por la
aplicacidn de un anticuerpo secundario y posidlemente un anticuerpo
terciario marcado.

Las técnicas mds aplicables a la hematologia son las de
inmunof luorescencia . tnmunoperoxidasa trndirecta, fosfatasa
tnmunoalcalina indirecta o la fosfatasa alcalina antit fosfatasa
alcalina CAPAAP).

Todos los métodos son aplicables a célulag fijadas en frotis,
sin embargo la inmunofluorescencia indirecta utiliza cédlulas en
suspensidn y tiene la ventaja de la rapidez y economia de reactivos
por la poca cantidad que se usa para titular los antigenos.

Actualmente se ha incrementado la tendencia al uso de
citdmetros de flujo mds que la microscopia de fluorescencia en los
mdtodos de inmunofluorescencia, aumentando la rapidez y economia de
reactivos, no asti para los pacientes(17,42 y 43D.

La inmunofluorescencia indirecta tiene la desventaja de que las
preparaciones no son permanentes y la morfologia de las células ggue
son positivas no puede ser fdcilmente determinada, lo gque no sucede
con las técmlcas’ Que uttlizan frotis de sangre o médula dsea y Que
son permanentes C44D

los anticuerpos monoclonales, utilizados para los métodos
seflalados anteriormente fueron preparados a partir de cultivos de
células segiun los métodos descritos por G. Kohler y C. Milstein C45)
los cuales fueron acreedores al Premio Nodel por la timportancia
tan grande de su descubrimiento, ya gue se han uttilizado
ampliamente desde entonces (1975)en muy diversas ramas de la
medicina y otras ciencias.

Segun Milstein 'las células secretoras de anticuerpos pueden
hacerse inmortales fustondndolas con células tumorales, clonando los
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hidridos resultantes. Cada clon produciré de forma persistente,
grandes cantidades de un anticuerpo, altamente especifico’C46>. ‘Un
anticuerpo monoclonal es un rectivo gquimico, dbien definido,que puede
reproducirse a voluntad, en contlraste con un anticuerpo
convencional que es una mezcla variadble de especies gquimicas y nunca
se puede reproducir cuando se agota el manantial original. Conforme
se vayan obteniendo anticuerpos monoclonales, reemplazarén sin duda
a los convencionales en mnmuchos ladoratorios clintcos y de
tnvestigacidn’.

*los anticuerpos monoclonales preparados de componentes
celulares indefintdos pueden ser wusados para tdentt ficar la
naturaleza de estos componentes, probar su funcidn y tambidn usarlos
como reactivos para propdsitos diagndsticos y terapduticos. Estas
son algunas de las propiedades fundamentales mds importantes en la
aplicacidn de los anticuerpos monoclonales’® C(47).

*Los rectentes avances en la inmunologia han sido importantes
en la diferenciecidn del origen celular de la lewemia. Es posidble
ahora definir el estado de diferenciacidn de los Llinfocitos y
granulocitos precisamente usando . anticuerpos monoclonales
especificos,(los cuales son marcadores de superficiedy postertiores
pruedbas moleculares para tdentti ficar el rearreglo de las
tnmunoglodbulinas y genes receptores de cédlulas T. Estos métodos
pueden combinarse con los marcadores de membrana tradicionales Smlg,
y las inmunoglodulinas del citoplasmaC CIg> en los linfocitos B,
receptores de linfocitos en eritrocitos de carnero en células T y
tinciones citoguimicas'(48).

El uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra wuna Llinea
restringida de antigenos de superficie de células linfoides y
mielotides, puede presentar al gunas dificultades, ya Que
tradictonalmente se han definido a las células ggue expresan
tnmunoglobulinas de superficie como células morfoldgicamente
indistinguidles de las células T, las cuales han sido clasificadas
como formadoras de rosetas E con eritrocitos de carnero. Por el
contrario, las células mieloides no solo no expresan Slg integral o

no forman rosetas E, sino que expresan marcadores restringidos de

19



linea celular como los antigenos MLA clase 11, que son receptores de
complemento C3 y porcidn Fc de 1gG. Existe actualmente un extenso
panel de reactivos con los cuales es posidble investigar la
di ferenciacidn hematoldgica neopldsica, estos anticuerpos
monoclonales definen antigenos de superficie unicos que expresan las
células mieloides y linfoides y se han denominado con las siglas CD
conocida como nomenclatura de Cluster, para facilitar la
clastificacidn de ambos, los anticuerpos monoclonales y los antigenos
de superficie.(49)C(59) (65).
La leucemia aguda linfobldstica, que es la mds comun en nifos
y adultos jdvenes, presenta para las células B los siguientes
marcadores Tdt, DR, CDio, CDio, CDz0, CD21,Cu, y SIg.C50>C51)>
Para las células T tiene los siguientes marcadores monoclonales
TdT, CD2, CD?, Tio, Teo, Cdi,CDs, CDe, CDs, CDs,CDs y DRIa. (52>
Para las Lleucemias nieloides se probaron lLlos stguientes
anticuerpaos monoclonales: pu CDie ,CD1sb, CD1a , My8, CDas, CDseC53D
Vv, CDat, Gf, Ib, Ilv/llla, y FVIII para lae M6 y M7C7 y 8.
Los pacientes con leucemia aguda linfobldstica con marcadores T
y B, comprenden del 70 a 80% de todos los casos de esta
leucenmia aguda,(54> sin embargo algunocs marcadores monoclonales
elaborados con Llinfociltos de conejo, han demos trado
considerable heterogeneidad entre las poblaciones T y B definidas
por marcadores de superficile, estos antisueros son de particular
interds en la clasificacidn de las leucemias linfobldsticas agudas
desde el punto de vista de su patogénesis:1d los antisveros
reaccionan con la regidn comin del antigeno HLA-DR,2D> los antisueros
se unen a antigenos especificos de los linfocitos T y pueden definir
subgrupos de leucemia aguda linfodbldstica T cuando son negativos a
la formacidn de rosetas con eritrocitos de carneroy 3> reaccionan
con todos los antigenos comunes o asociados de la leucemia aguda
linfobldstica que se encuentran en aproximadamente 70% de las
leucemias no B, no T y raramente en las B o T.C50>
La leucemia aguda linfobldstica comin o CALLA, ha sido
estandarizada en cuanto a los marcadores de superficie usados en su



tdentificacidn y clasificacidn espectalmente el CDto o JsCC575(66>.

Las interacciones celulares involucradas en la modulacidn de la
requesta' inmune por linfocitos T, son complejas y generalmente
tnvolucran mecanismos ayudadores y supresores. Las subclases de

linfocitos funcionales se han tdentificado en humanos por receptores
para tnrunoglodul ina, heteroantisueros, autoanticuerpos Y
anticuerpos monoclonales. Con técnicas de anticuerpos
fluorescentes con heteroantisuero de conejo se ha tdentificado a los
marcadores de clase supresora y son los CDe, que también son
citotdxicos y los CDs son los ayudadores e inductores de la
respuesta inmurne. (68)

Por medio de anticuerpos monoclonales tamdién . se  han
tdentificado otras enfermedaodes como la enfermedad de Hodgkin y los
linfomas no Hodgkin(C54>, por medio de marcadores de linfocitos B.

También se han diagnosticado neoplasmas, micosis fuingicas,
sindrome de Sézary sarcoma inmunobldstico T, y linfoma de grandes
células pleomdrficas (52> con el uso de anticuerpos monoclonales.

El grupo FAB reporta en 1988 un estudio para la clastificacidn
de la leucemia aguda mieloide basado en’ caracteristicas
morfoldgicas, inmunoldgicas y Citoguimicas C(55den el cual la
morfologia sigue reporténdose como en los primeros trabajos de la
FAB €3 y 40, el inmunofenotipo Canticuerpos monoclonalesd) indica
Que cada caso de leucemia aguda debe identificarse en particular vy
segiun el primer reporte del grupo FAB-MIC los marcadores son los
sigutentes: CDub ,CDss, CDis, CDus, CDas.

Este mismo grupo FAB-MIC reporta las leucemias bilineales o
bifenotipicas en las cuales se expresan los marcadores de las series
mieloide y linfoide o son co-expresados por la misma Llinea de
células leuwcénmicas Cleucenmia difernotipicad. Estas leucemias.
representan una categoria unica dentro de las leucemias agudas y son
tdentificables iunicamente por anticuerpos monoclonales.

Los estudios de las caracteristicas superficiales de las
células por métodos itnmunoldgicos,han dado una nueva dimensidn a la
clastificacidn de las leuwcemias y al mismo tiempo nrnos ayudan a
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entender el proceso mismo de la enfermedad (53,70).

Las células leucémicas fenotipadas por el uso de un panel de
marcadores de superficie, ademds de itdentificar las caracteristicas
de un determinado grupo de leucemia nos indican la linea celular y
probablemente el tejido que origind el problema (B, T o MH> y: por
consiguiente son muy importantes en el monitoreo de la terapia de
los pacientes leucémicos.

Lla clasificacidn inmunofernotipica tiene un significado
prondstico ya que la leucemia de células By T maduras tiene peor
prondstico comparada con la leucemia aguda linfobldéstica asoctiada al
antigeno comin CD1o que pertenece a la linea B inmadura gue tienen
me for prondstico. (570 Los estudios inmunoldgicos juntos con los de
biologia molecular, permiten establecer el nivel de diferenctactidn
celular preciso, seflalando el punto en el cual ocurrid la
transformacidn maligna. Posteriores estudios podrian correlactionar
los diferentes estadios de maduracidn, lo cual nos seflalarta
di ferentes caracteristicas de la leucentia linfodbldstica. (66D

Los antisueros a células T humanas son usados para el
diagndstico de los pacientes con leucemia aguda linfobldstica T,
asi como para evaluar la efectividad de la terapia la cual podria
distinguirse clinicamente en subgrupos para lo cual se han preparado
antisueros adicionales para identificar la leucemia aguda no T en
los pacientes con TdT positivo durante la crists bdldstica de la
leucemia mieloide crdnica, esto sugiere que los antisueros pueden
ser reactivos clinicamente dtiles aun cuando su preparacidn sea por
medio de tejidos humanos irremplazables por absorcidn y dificiles de
duplicar €58)>. Estos antisueros han sido ampliamente probados en una
gran vartedad de tejidos hematopoyéticos normales y malignos y su
reactividad ha sido correlactonada con los marcadores histoquimicos
para la leucemia aguda linfobldstica comprobdndose su eficacia.

Tambidn se ha demostrado gque los antigenos mieloides pueden
coexpresarse con los de la leucenia aguda linfodbldstica de la
infancia, lo cual puede estar relacionado con el curso desfavorable
de la enfermedad, se han encontrado en leucemia linfodbldstica nula
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quizd dilineal o dbifernotipica como fué indicado antes (59 y 60D.

La diferencia de la expresidn antigénica observada entre
vartados subgrupos de la FAB como en el subgrupo M3 de leucemia
promielocitica en donde no se encontraron moldculas clase HLA, en
las M4 donde marcaron los antigenos CDie y CD3c al igual que en M5.
El monoclonal CDas fué reconocido en ia mayoria de las leucemtas
mieloides como marcador troncular y se ha considerado gque discrimina
a M, M2 de Md y M5.C61D C62). Asi como los antigenos Moz y Mos  qQue
son considerados como los unicos que pueden distinguir entre los
diferentes estadios de maduracidn entre granulocitos y monocitos
C71>. Tanbién se ha  reportado leucemia mielomonocitica con
eosinofilia llamada MsEo que tiene prondstico favorable (72, 73).

La generacidn de anticuerpos monoclonales murinos  Qque
reacctonan con las cédlulas de leuwcemia y linfoma humano se ha
utilizado recientemente para el tratamtento clinico de estas
enfermedades. Varios estudios han demostradoe gue la infusidn de
anticuerpos monoclonales puede causar la depuracidn raépida 'y
especifica de las células leucémicas de la sangre pertférica.
Adninistrados intravenosamente pueden unirse a los Llinfoblastos de
la médula dsea y con ello producen una regresidn parcial del tumor
cuyas cdlulas hayan infiltrado a los nddulos linfdticos y la piel.
Desafortunadamente la respuesta clinica no se ha comprendido bién,
pero estos estudios han identificado factores especificos qQue
resultan en el desarrollo de resistencia a la lisis mediada por
anticuerpos en vwivo. Estos factores incluyen la presencia del
antigeno circulante, la modulacidn del antigeno, la reactividad del
anticuerpo monoclonal con células normales, la respuesta tinmune al
anticuerpo murino y la tineficiencia de Llos mecanismos efectores
inmunes naturales.(63D.

Por medio de anticuerpos monoclonales se ha logrado identtificar
blastos vacuolados en leucemia aguda linfobldstica Que no es del
tipo L3 como se sugirid en un principio C64>, vy Que ademds esta
leucenia presenta las caracteristicas de ser menos agresiva y que
responde bién a la terapia.
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En cuanto a la leucemia M7 o megacariocitica, se han estudiado
una variedad de anticuerpos monoclonales con la finalidaed de
clasificarla correctamente, siendo los marcadores Ib o 11b/11la los
que itdentifican a las plaguetas los mds wusados , también se han
descrito anticuerpos que reaccionan con la glicoforina Illa .como
aquel morcador que itdentifica.a los megacartiodblastos maduros ast
como a células menos diferenciadas. El Monoclonal relactionado al
factor FVIII, que también puede ser policlonal da resultados
positivos con la leucemia megacariodbldstica. €7).

Por otra parte se ha investigado wun factor inhididor de la
leucemia CLIF>, el cual purificado y clonado puede inducir la
supresidn de la proliferacidn de células leucémicas en ratdén, pero
también produce efectos diversos en los tejidos no hematopoyédticos,
razdn por la cual se encuentra en experimentacidn su uso en ratones
para que de acuerdo a los resultados pueda ser empleado en
humanrosC67>.

La leucemia de células peludas marca el antigeno OKia-{f y OKM-1
stmul taneamente por lo que son los marcadores @ue la tidentifican
C745C75).

Se han observado 3 tipos de discrepancias entre la
clastficacidn morfoldgica, citoguimica e itnmunofenotipica de las
leucemias agudas, dstas son: 1) casos con morfologia y citoguimica
caracteristica no marcan los antigenos de Llinea especificos,
principalmente epn los casos de leucemia pobremente diferenciada como
M, M y calgunas M5, por lo que se plensa gue las enzsimas
citoquimicas son los primeros marcadores mieloides antes que los
anticuerpos monoclonales; 2 casos en los cuales las caracteristicas
tnmunoldgicas no concuerdan con la morfologia y citoguimica, como en
algunas leuwcenlas M2 gque eran positivas al Chie, ©° algunas M4 que no
lo tentan; 3> discrepancias debidas a infidelidad de linea ¢76,77).

Por otra parte, se han usado métodos para la deteccidn de
marcadores de superficte Cmonoclonalesd, conjugando €Estos con
microesferas fluorescentes y tifiéndolas con mieloperoxidasa, Suddn

negro, cloroactetato esterasa, alfa-naftil-dutirato-esterasa. Esta
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técnica aplicada a podlacidn celular mixta de muestras de sangre
periférica normal y mddula dsea leucémica, nos da un andlists
stmul taneo de marcadores de superficile y citoquimica especifica para
cada una de las células (78>, no es muy usual.

En relacidn al uso de anticuerpos anti-avidina-bdbiotina, es
tmportante reconocer la afinidad gue la avidina tiene por peguefias
moléculas como la biotina. Conjugando en forma covalente bdiotina o
avidina a moléculas de peroxidasa, no interfiere con las jfunciones
bioquinricas normales. las moléculas de avidina o diotina, conjugadas
o no, tienen sitios antigénicos para el anticuerpo anti-avidina y se
han descrito diversas técnicas inmunohistoquimicas basadas en este
principio. El método sigue un proceso de 4 tinciones {) anticuerpo
primario, 20 anticuerpo secundario 30 anticuerpo antiavidina y 4>
complejo avidina-dilotina-peroxidasa C79).

Con el material obtenido en condiciones controladas, la
especificidad y sensibilidad de este método ha sido considerado por
algunos autores alternativo o superior a los de inmunofluorescencia
c80>.

La titnmunotipificacidn por el método conocido como APAAP
Cfosfatasa alcalina anti fosfatasa alcalinad, ha minimizado la
accidn de la peroxidasa enddgena al incluir en forma indirecta la
fosfatasa inmunoalcalina, por medio de técnicas irnmunohistoguimicas,
este método difiere al de peroxidasa anttperoxida.sa CPAPD porqgue usa
una itnmunoglodulina conejo anti ratdn no marcada ligada a un
anticuerpo monoclonal primario y contra un anticuerpo monoc lonal
para fosfatasa alcalina (81).

La deoxinucleotidil-tranferasa-terminal se ha usado como un
marcador para el diagndstico y clasificacidn de la leucemia aguda y
es detectada bioguimica e inmunocitoguimicamente por inmunofluores-
cencia indirecta, aplicada a frotis de células fijadas con metanol,
aungue se han usado los procedimientos de i(nmunoperoxidasa como
alternativos y se ha demostrado la importancia de la determinacidn
de TdT porqQue todas las leucemias Llinfodbldsticas agudas dan TdTl
positivas y las mieloides TdT negativas C82D.



TdT es ahora reconocido como un marcador intracelular para los
linfocitos inmaduros en el sistema hematopoyético. TdT se localisa
especificamente en una fraccidn de log timocitos corticales y en
menor proporcidn en los linfocitos de la médula dsea. El interés del
TdT en medicina clinica y hemtopaiologia. radica en el alto nivel
de actividad enzimdtica de los glddbulos bdlancos en la médula de
algunas leucemias (83).

TdT es una enzima nuclear unica, que cataliza la polimerizacidn
de trifosfatos sin necesidad de un templado, fué detectada primero
usando un método basado en la tincorporacidn de un mondmero
deoxinucledtido tnictal, actualmente se detecta por iInmunofloures-—
cencia o téecnicaes de inmunoperoxidasa con anticuerpos policlonales
purificados por inmunoabsorcidn (80,81,82,83>. Tambidn se ha usado
la TdT unida a HLA-DR para cualificar la induccidon a la renmisidn
posterior a la gquimioterapia en leucemia mieloide aguda con bduenos
resultados €85,86,87).



V1. - CATOGENETICA ¥ BIOLOGIA MOLECULAR DE LA LEUCEMIA

v <
<

*Las técnicas mejoradas para el estudio de las propiedades
cromosdmicas de las células leucémicas dbrindan ahora la oportunidad
de obtener clinicamente informacidn que puede explicar las
t'ospuesta.c aparentemente andmalas al tratamiento. Se han relactionado.
anormalidades cromosdmicas especificas, como las traslocaciones
reciprocas, con el resultado de la guimioterapia de combinacidn para
la leucemia de la infancia, hactendo surgir la postdilidad del
tratamiento tndividualizado con base: en las caracteristicas
citogendticas de los hemocitoblastos malignos de un paciente. Como
la mayoria de los niflos con Lleuwcemia tiene cartotipos
constitucionales normales, la presencia de anormal idades
cariotipicas clonales en las células de la nddula dJdsea puede
proporcionar la unica prusba definitiva de malignidad, especialmente
cuando hay una sustitucidn incompleta de la Mddula dsea por el
proceso leucdmico (88.69). '

Cada banda cromosdmica es numerada para poder descridir el
cariotipo o modelo cromosomal de las cédlulas malignas. Los cambios
cromosdmicos puedan ser por pérdida o ganancia de fragmetos de otro
cromosoma. Para los casos de leucemia se procede a identificar las
células directamente de la médula dsea después de culttvarlas de { a
3 dias, se puede usar sangre periférica si el recuento de leucocitos
es menor de 15 X 10°/litro. Las células se colocan en una solucidn
hipotdnica, se fijan' y tiflen segun una variedad de protocolos C86).

*El marcador cromosdmico 229, que se identificd por primera ves
en la leucemia mielocitica crdnica, se encuentra tamdbién en cerca
del 4% de los casos de leucemia aguda linfocitica infantil y en (9%
de las leucemias linfociticas agudas de los adultos. Este cromosoma
derivado surge generalmente de una translocacidn cromosdomica
reciproca, t(9;223Cq34;911> que es indistinguidle citogenéticamente
de la translocacidn qgue se encuentra en la leucamia mtelotide
crdnica. Las leucemias agudas con esta translocactidn suelen tener un
precursor de célula B o un fenotipo pre-B temprano, pero también se
encuentra en casos de células T.°



Cambios cromosdmicos comunes en leucemia aguda

Tipo de leucemia
Linfoide B/mieloide
Precursor-B

Pre-B

Leucemia B

Precursor T temprana
Leucemia T

Leucemia mieloide agudaCM2)

Leucemia mieloide aguda CM3D.

Leucemia mieloide M5.

Leucemta M4 Mo

Leucemia M2/M4
Leucemia M4

rearreglo cromosdmico
tC4;115Cq2t ;23>
t(€9;225,del(6g3Cq15;921>
tC1;195€q23; p13>

t(8;145C€q24;Q32),t(2;85Cpl3: @24

tC8;225Cq24;q11D
tC9pd,delC9pd(p2t -220
tnuC145Cq11;93251C8;14>
€Q24;q11),tC10;145Cq24;911),
t911;145CP13;Q112,TC7,;7>
CP15;Q11>, TC7;95Cq36;q34),
tC7;145Cq35-35; 11>
tC8;215(q22; 22>
tC15;17>Cq22;912-21)
tC9;115Cp22;923),tC11q),
delC11q>

tnuC163Cp13q22>, tC16;16>

delC16g>
tC6,;95¢ p23; 34>
tC3;35Cq21 ;g26d, tnuC3>




*Los pacientes con esta traslocacidn no han reaccionado dbien a
la terapia estdndar para LAL, y a menudo no logran remisidn o
tienen recurrencias tempranas de su enfermedad'. Esta traslocacion
es lo que se conoce como cromosoma Filadelfia.(89>

Muchos investigadores combinan Lla morfologia, ciltoguimica,
citogendtica e iLnmunofenotipoe para la caracterizacidn de los
diferentes tipos de Leucemia (91),y pronto se agregardn las técnicas
de biologia molecular.

La leucemia y el cdncer en general, se originan por 'un
trastorno de crecimiento y proliferacion y los ferndmenos gue
promueven y regulan el crecimiento son complejos, pueden ser
secretados por la propta célula o producidos por otras células
dentro de un tejido y estimulan la proliferacidn de wuna célula
*blanco’ al fijarse en su superficie. La fijacidn de estos factores
puede ser mediada por receptores de factor de crecimiento, o por
receptores especificos con afinidad restringida de factores. Urna vez
fijo, este estimulo de interaccidn factor-receptor debe transducirse
de la superficie celular, a travéds del citoplasma de la célule, al
nucleo celular donde los genes reguladores del crecimiento se
activan o desactivan y se realizan los procesos de replicacidn y
mitdticos de la célila. Las fosforilasas, adenilciclasas, protetnas
G y la via del trnositol fosfatidil, son algunos de los nombres de
los factores envueltos en la mediacidn de este proceso de
transduccidn. ' (92>

Para los estudios de biologia molecular se utilizan sondas que
son fragmentos de ADN que sirven como templado a wuna fraccidn del
ADN de la cédlula gque se vaya a analizar, uno de los métodos Que se
han apliéada al estudio de las leucemias es el llamado Southern Blot
o sea la observacidn y comparacidn de’bandas representativas de una
clona particular de cdlulas *'. 'S una de estas células sufre
transformacidn maligna comienza a proliferar sin control y su patrdn
de rearreglo particular comienza a proliferar’® dando una banda
significativa en el Southern. *'Muchas leucemias tendrdn su propio
conjunto singular molecular, como resultado de los rearreglos que se



realizaron para generar anticuerpos o una diversidaed de receptores
de antigeno de cdlula T' o B (92 93).

Los andlisis fenotipicos wusando anticuerpos monoc lonales
combinados con inmunoglobulinas y analisis de receptor gendtico de
células T, han hecho posidle la clasificacidn de la mayoria de las
leucemias agudas no linfobldsticas,la leucemia aguda Linfobldstica
de células T, la de cdlulas B, y las leucemias agudas linfobldsticas
de precursores de B, basdndose en el origen de sus células. Estos
estudios se han realizado por metodologia Southern(94D.

Ya he mencionado que existen varias translocaciones asoctiadas
con el prondstico de los procesos malignos, la deteccidn de estos

rearreglos gendticos es de gran importancia, ya que el conocer los

marcadores genéticos puede ayudar en el monitoreo de la Lllameda
‘enfermedad minima residual’. Para detectar estas anormalidades se
ha usado desde finales de la década pasada la Reaccidn en Cadena de
la Polimerasa CPCR>, que presenta ventajas sobre otras técnicas por
su alta sensidilidad y rapidez, ain cuando presenta la gran
desventaja de resultar muy costoso el estudio en los procedimientos
de rutina (955,

La 'enfermedad minima residual® se produce casi sitempre como
resultado de las altas dosis de gquimioterapia y radioterapia, con o
sin transplante de mddula dJdsea, en los pacientes Lleucémicos y
representa un prodlema continuo; es importante su deteccidn para el
tratamiento del paciente y para el monitoreo efectivo de la terapia
que conduzca al restablecinmiento y curacidn del paciente (96).
El mayor obstdculo ha sido el carecer de indicadores sensitivos,
recientemente por medio de PCR, con lo Qque se consigue una
amplificacidn de hasta 30 ciclos de un fragmento de ADN se tiene
la esperanza de poder monitorear a la enfermedad minima residual.

La enfermedad minima residual en pacitentes con leucemia aguda
tndica un prondstico desfavorable, por lo cual es necesario aplicar
alguna técnica, ya sea citogenética, andlisis del rearreglo de los
genes, andlisis inmunoldgico con antigenos especificos o biologia
molecular. (97>



ViI. -OBJETIVOS

1.- Realtizar la clastificacidon cltomorfoldgica e
tnmunofenotipica de leucemia aguda en niflos mexicanos gue acudieran
a consulta al Instituto Nacional de Pediatria, durante wun periodo de
7 meses, de febrero a agosto de 1992.

2.- Tratar de definir los patrones citoguimicos para cada uno
de los tipos de Lleuwemia aguda diagnosticada en la poblacidn
estudtitada, con las tinciones gque estuvieron a disposicidn durante el

tiempo en que se realizd el trabajo experimental.

VIII. - HIPOVESIS

No existen diferencias étnicas o geogréficas en los
patrones citomorfoldgicos, citoguimico e inmunofenotipico en los
nifos estudiados. Entendidndose agul por etnia a la raza mestiza
mexicana, a diferencia de la raza dblanca, negra o amarilla de las

cuales existen reportes bien documentados al respecto.
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IX. - MATERIAL ¥ METODOS

A. - Poblacidn de estudio.

Después de una culdadosa revisidn de los expedientes de los 32
pacientes en el archivo clinico, encontramos gue estos ingresaron
con la sintomatologia caracteristica de la leucemia en todos los

casos como se puede observar en la siguiente tabla:

Pacientes (no Condicidn al ingreso
26 con fiebre
23 con adenomagalias Ccervicales yro
tnguitnalesd
19 con hepatomegalia y esplenomegalia
17 con anerexia e hipoxia
11 con disnea
10 con petequias y/o equimosis
9 con dolor articular Co artralgiasd

presentaban sopla sistdlico

con pérdida de peso

acusaban cefalea

presentaban atagque al estado general
tentan huellas de epistaxis

W aA & O v ©

Refirieron presentar vdmito con o sin
sangre

al auscultar tenian dolor abdominal

presentaban encefalopatia

sufrian de nefropatia

padecia hiperuricemia

presentaba pardlisis factal

tenia cardiomegalia

sufria crisis convulsivas

padecia insuficiencia cardiaca congénita
presentaba sindrome de Down Ctrisomia 210
tenta edema dipal pedral

con evacuactones melédnicas

presentaba compromiso al sistema nervioso




En lo que se refiere ala cantidad de hemoglobina gque tenian al
ingresar al Instituto Nacional de Pediatria, segiun los andlisis
realizados en el laboratorio de hematologia se encontraron: 11 nifos
con cifras inferiores a 5 g/dl; 17 gque tenian cifras entre 5 y 10
g7dl y solamente 4 tenian mds de 10 g/dl. Con estos datos tambiédn se
confirma el sintoma de anemia.

De los 32 pacientes. 13 presentaban un estado séptico, algunos

con tratamiento de antididticos y otros sin &l.

B>. - Material bioldgico:

El material de estudio consistid en muestras de Médula Jsea,
tomadas por aspiracidn Ccon trdcar calibre 18>, de cresta tilieca
de los pacientes. Todas las muestras fueron tomadas por los médicos
hematdlogos pediatras y llevadas al laboratorio de hematologia para
su estudio. Se trabajaron 45 nmuestras, de las cuales 13 fueron
recaidas y por eso no se incluyen los resultados en este trabajo de
*diagndstico’. De todas Llos pacientes estudiados uno o dos
presentaron impactacidn de médula, en este caso se procedid a
realtizar el diagndstico con sangre obtenida por puncidn venosa.

Para el estudio inmunoldgico de formacidn de rosetas se
utilizaron eritrocitos de carnero estériles, los cuales fueron
proporcionados por el laboratorio de inmunologia del propio
Instituto.

Los anticuerpos monoclonales utilizados fueron cast todos de la
casa Coulter, algunos de Dakopatts, la inmunoglodulina u clonad BS 7
de la casa Biotest y el equipo para la inmunoglodbulina de superficte
Smlg de los linfocitos fué de la casa Sigma.

Los equipos para las tinciones citogquimicas fueron de la casa
Sigma y algunos como el reactivo de Schiff, y el de peroxidasa,
fueron pesados y disueltos en el propio laboratorio. El colorante de
Wright utilizado consiste en polvo de Wright de la casa Merck.

C.- Instrumental:

Los aparatos y material de vidrio utiligados fueron:
Jeringas desechables de 20 ml. para la toma de muestras, con
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agujas de dbisel No. 20

Tubos de ensayo de 13 X 100 mm

Tubos de pldstico de 12 X 756 mm

Tubos eppendorf

Pipetas automdticas de 5-50ul, {0-100ul y 100-1000ul
Pipetas seroldgicas de Iml, 2nl y 5 ml.

Probetas de vidrio de 50 y 100 ml

Vasos de precipitado de 50 ml.

Jarras de coplin

Pipetas pasteur

Gradillas

Porta y cubre objetos

Canastillas para tincidn y sus recipientes de vidrio
Centrifuga refrigerada 1EC Centra-7R

Balanza granataria Chaus de 2 platillos

Microscopio Olymphus modelo Vanus para itnmunofluorescencia
Microscopio histoidgico dbinocular Zeiss

Vdrtex de Lab. ~Ins Instruments

Bailo de agua Lab. Electrdnicos

Estufa Thelco

Reloj marcador de intervalos

Refrigerador domdstico pequeio.

Cuarto frio

B. - Reactivos:

Alcohol etilico absoluto
Alcohol metilico Absoluto
Glicerina

Citrato de sodio.

Acido acético glactal
Acetato de sodio.
Acetona q. p.
Formaldehido

Actdo peryddico.
Peryodato de potasio
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Acido nitrico q.p.
Metabisulfito de sodto

Actdo clorhidrico

Yodato de sodio

Sul fato de potasio y aluminio
Fenol

Solucidn salina fisioldgica
Cloruro de sodio

Fosfato dtdcido de sodio
Fosfato monodcido de sodio

Aceite de inmersidn

E. - Metodologia:

1.- Para el diagndstico citoldgico, los frotis de mddula dsea
preparados por los médicos hematdlogos al momento de le toma de
muestra, fueron tefidos en el laboratorio de hematologia con la
coloracidn de Wright, la cual es una tincidn policromdtica, qQue
hace posible tdentificar los diversos tipos celulares tanto en
mddula dsea como en sangre pertférica.

Principo de la prueba de coloracidn:

Los colorantes policromdticos son mezclas de azul de metileno

alterado por calentamiento en solucidn de bicarbonato de sodio o

en bicromato dcido Cazur de metilenod y eosina. El azur de

metileno es azul vicleta y tifle los componentes celulares
dcidos como el nucleo y el ARN citoplasmdtico. La eosina es
roja y tifie los componentes miis bdsicos, como la hemoglodina.

Algunas estructuras se tiflen con ambos componentes. Los

colorantes son soluciones metandlicas del precipitado que se

forma al mezclar los dos colorantes. Debido a gue estos son
disueltos en metanol, la solucidn puede ser empleada tanto para
fijar las extensiones de sangre o médula, como para teRirlas.

C(Williams J. Williams. -Hematologia tomo 11. Pag. 1386.Ed. Salvat).

El colorante de Wright empleado para el diagndstico
citomorfoldgico de las leucemias es preparado en el laboratorio de
hematologia del Instituto Nacional de Pediatria de la sigulente

nanera:



Polvo Wright Ccasa Merckdo- - - - = = = = = = = = — 6 g

NazHPO4 (tosfato monodcido de sodio:— — = — — — = 18 g

KH2PO4 fostato didcido de potasio) — — — — — — 12 g

Glicerol - — — ~ — = = = = = = = = = = = = - = = 30 ml
Metanol — = = = = = = = = = = = = = = = = = = - = 1L

Se muelen en mortero el polvo de Wright y las sales de potasio
Junto con el glicerol hasta obtener una mezcla homogenea, se le
puede agregar metanol Cdel litro ya medidod para facilitar el molido
y se pasa a un recipiente color dmbar donde se agita para terminar
la disolucion de la mezcla con el metanol, se checa el pH gque debe
ser de 6.7 y se incuba por lo menos { dia a 3’7°Cenu’grados.

Al momento de utilizarlo se preparan 3 recipientes para la
coloracidn, el primero con colorante de Wright puro, el segundo con
colorante de Wright disuelto en agua en proporcidn de 1:9,
Caproximadamente 50 ml de colorante y 450 ml de agua, la que puede
ser destilada o de la llaved y el tercero con agua para lLlavar Llas
ldminas.

Para lograr una dbuena coloracidn el tiempo estimado para cada
paso es de { minuto en el primer recipiente, 2 minutos en el segundo
y lo gque sea necesario en el tercero, ademés de lavar los frotis a
la llave hasta que se considere gque hayan eliminado el colorante
superfluo.

Se dejan las ldminas secar al aire y con una gota de aceite de
tnrersidn se observan al microscopio.

2.- Para las coloractones citoquimicas se utilizan los frotis
que preparan los mddicos hematdlogos en la toma de muestra, una vez
Que se han secado al aire se procede segin la técnica a utilizar.

ad. Peroxidasa.- La enzima peroxidasa estd presente en los
grénulos de las células nieloides,’actua sodre el perdxido de
hidrdgeno dando lugar a la formacidn de agua 'y radicales altamente
oxidantes, los cuales oxidan a la bencidina, que es un compuesto
cristalino e tincolorec a una bdbencidina azul como producto de
oxidacidn; esta bencidina oxidada posee un color asul Qque
posteriormente se torna a azul verde y finalmente a un café obscuro

estable.la actividad de la peroxidasa aparece como grénulos de color
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café obscuro. A esta tincidn los monocitos son débilmente positivos
o negativos; los mielodblastos, granulocitos maduros e inmaduros son
positivos; los linfocitos y sus precursores, megacartocitos y
eritrodblastos son negativos'.( 98>

Los reactivos para esta tincidn se preparan como sigue:

Fi jador:
Formaldehido al 36% - - - = = - -— - - - - - - 10 mt
Etanol 96%- - - - - = = - = = = - = = = = - - - = 90 ml
Solucidn de tincidn:

Etanol al 30% Cv/v) en agua — - — — - - — = = = - 100 ml
Dicloruro de bencidina - — — - = = - = = = = = — — 0.3 g
ZnS04-7H20C aultato de zino) al 0.132 M (3.8 1 ml
NaC2Ha02. 3H20C acetato de sodio trihidratado) — = - { g

N202(peréxide de hidrégenoyal 3% - - = = - - = = - 0.7 ml
NaOMhidréxido de sodioy IN- = = = = — = = = — = 1.5 ml
Safranina 0 = - = = = = = = = - - - - - - - - - - 0.2 g (990

Se prepara la solucidn agregando todos los componentes en el orden
indicado, se ajusta el pH a 6.0, se filtra y conserva en frasco
obscuro a temperatura ambiente, puede.durar hasta 6 meses.

Se fijan las ex.t.enstones de médula dsea o sangre periférica con
la solucidn fijadora por { minuto, en jarras de coplin. Se sacan los
frotis, se lavan con agua corriente y se secan al aire.

Luego se colocan los frotis en otras jarras con la solucidn de
tincion por 2 minutos, se sacan, se lavan con agua de la llave y con
una gota de aceite de itnmersidn se observan al microscopio.

b>. Acido peryddico de Schiff CPAS>.-los glicoles y los
compuestos similares a Llos aldehidos se oxidan con el dcido
peryddico y de esta manera reaccionan con el reactivo de Schiff, el
cual ‘es una solucidn incolora obtenida de la reduccidn de fucsina
bdsica por el dcido sul fhidrico’ que forma un complejo insoluble de
color rojo brillante,® con el PAS reaccionan una gran veriedad de
compuestos intracelulares pero los mas tmportantes son los
carbohidratosCglucdgeno), los cuales en algunos estudios se pueden
dbloquear con amilasal21), dando una reaccidn negativa.

'El patrdn de tincidn puede ser granular, difuso o meaclado. En
los granulocitos es difuso; en las cdlulas linfoides leucdmicos , en

37



los nieloblastos de Lleucemia mielobdbldstica aguda Y en los
eritroblastos de eritroleucemia es granular. En un 80-90% de los
casos de leucemia linfobldstica aguda los linfoé)lastas muestran una
reaccidn PAS positiva, también se ha observado en un 10-15% de los
casos de leucemia aguda mielobldstica.’

Reactivos:

Solucidn fijadora

Formaldehido al 36% - - - - = = = = = = - = = = - - 10 ml

Etanol al 96% - — = = = = — = = = = = = = = = = = - 90 ml

Acido peryddico

KIO«tperyodato de potasio) — ~ — = — = — — — = = = 0.69 g

Agua destilada ¢c.b.p. -~ - -~ - = - = = = = = - - =~ 100 ml

Disolver por calentamiento y agregar

HNOs(deido nitrico) concentrado - - - - - - = = - 0.3 ml

Se conserva a temperatura ambiente.

Reactivo de Schiff

Fucsina bdsica — = = — = = = = = = = = = = = = = = = 1 g

Agua destitlaeda - - - - - - = = = = = = = - - = - - 100 ml

Poner a edbullicidn el agua, en este momento se agrega poco a
poco el colorante agitando fuera del calor, se enfria a 60°C, se
filtra y se agrega:

Naz2S208 (metabisulfito de sodio) = — — — — = = = — — e e

HC1Cdcido clorhidrico) IN — = = = = = = = = = = - - 20 ml

Se incuba :a temperatura ambiente en un frasco tapado de 18 a 24

horas y se le agrega

Carddn activado = — = = = = = = = = = = = = = = = = 300 mg

Se agita por { minuto, se filtra y se conserva en frasco dambar,
o cudierto a 4° centigrados. El colorante se desecha cuando toma
color rosa.

Metabisulfito de sodio:

Metabisulfito de sodlo = — = = = = = = = = = = = = 1 g

Agua destilada - — - = - = = = = = = = - - - - ~ 100 ml

Se prepara al momento de usarlo

Hematoxilina de Mayer, ya viene preparada de la casa Sigma.

Preparacidn de la Hematoxilina de Mayer:

Hematoxilina de Mayer — — — = = = = = = = = = = = - 1 g



Agua destilada - - - = - - - - - = - - - = = - - - 500 ml

Calentar a edbullicidn y agregar en orden

Agua destilada - - - - = = = = = = = = = - = — - = 500 ml
NalOs (vodato de sodio) — = = = - = = = = = = --0.2¢8g
KALCSO4d2(aulfato de potasico y aluminioy— = = — — - 50 ¢

Agitar endrgicamente y conservar en  frasco obscuro a
temperatura ambiente.

Se fitjan los frotis por 5 minutos en la solucidn fijadora. Al
sacarlos se lavan con agua corriente y se dejan secar al aire.
luego se colocan en las Jarras coplin con el dcido peryddico
preparado con anterioridad,durante 10 minutos,se sacan se vuelven a
lavar con agua de la llave y se secan al ailre.

Después se colocan los frotis en una jarra coplin Qque contenga
el colorante de Schiff ¢ el cual se ha sacado con anterioridad del
refrigeradord y se dejan 10 minutos, al cabo de los cuales se pasa a
una jarra coplin que contenga el metabisulfito y se le dan 3 bdafos
sucesivos de { minuto cada uno, Lluego se colocan en otra jarra
coplin y se lavan al chorro del agua por 5 minutos, se secan al aire
y se contratifie con la hematoxilina de Mayer por 5-10 minutos,
se seca al aire y se observa con inmersidn al microscopio.

El conteo de las células para la tincidn de PAS es de 200
células, con un contador digital de 8 teclas, ddndoles una
numeracidn o grado de positividad de + a 4+ y posteriormente
multiplicando cada cantidad por el numero de cruces para poder
obtener un valor numérico gque corresponde a: 1(-150 bajo, 151-400
intermedio y >400 alto.

¢) Negro suddn.- El Negro Suddn tifie una amplia variedad de
lipidos incluyendo grasas neutras, fosfolipidos y esteroles. Se wusa
para distinguir a las células mieloides de otros tipos celulares;, ya
Que los grénulos de dstas son sudandfilos. lLos blastos de la serie
mieloide dan positiva esta coloracidn por Llo Que es distintiva
como coloracidn citogquimica entre las leucemias linfobldsticas y las
mielobldasticas.

Reac tivos

Fi jador:

Formalina al 40%



B518cton stock de Negro Sudan B:

Negro Suddn B = ~ = = =~ = = = = = = = = = = =~ = - 0.3 ¢

Etanol absoluto - - - - - - - - - - -~ - -~ = - 100 ml

Esto se disuelve aproximadamente en 2 dias a temperatura
ambiente.

Solucidn buffer:

Fenol = = = = = = = = = = = = = = =~ - - - - 16 ¢

Etanol absoluto — — = = = = = = = = = = = = = = = = 30 ml

Mezclar y agregar una solucidn de:

Naz2HPO«-12H Orostato monodcido de sodio dodecahidratado)0. 3 ¢

Agua destilada — = - = = = = = = = = = = = = = = - = - - 60 ml

Solucidn de tincidn:

Solucidn stock de Negro Suddén B - ~ = — - = = = = = - - -60 ml

Soluctdn duffer - - - - - - - L A 40 ‘ml

Se filtra por succidn, esta solucidn es estable por vartas
semanas conservdndola a temperatura ambiente.

La solucidn de contratincidn Gill-3 se usd como estada en el
equipo de la casa Sigma. CEs similar a la hematoxilina de Mayer).

Se fijan los frotis con formol al 40% durante 5 minutos, se
sacan se lavat} con agua corriente, se secan al aire y posteriormente se
colocan en m Jarra coplin con la solucidn de Negro Suddn durante (5
minutos, se sacan, se lavan con etanol al 70%, se enjuaga con agua
corriente, se seca al aire y se contratie con Gill-3 durante 5 minutos, al
cabo de los cuales se sacan los frotis, se lavan con agua de la llave, se

secan al aire y se leen al microscopio con el odjetivo de inmersidn.



d> Fosfatasa dctda.- 'lLas fosfatasas dcidas son un grupo de
enzimas capaces de hidrolizar ésteres de monofosfato en medio dcido.
En humanos estas enzimas son clasificadas como eritrociticas y no
eritrociticas de acuerdo a sus propiedades qguinicas y tejido de
origen. En las cdlulas sanguineas humanas existen 7 diferentes
isoenzimas no eritrociticas, todas, a excepcidn de la isoenzima 5
son sensibles a la inhlbicidn por tartrato. Las isoenzimas 2 y 4
estdn presentes en neutrdfilos y monocitos, la 3 en linfocitos y
plaguetas, la fa y 3b en dlastos y la 5 en las cdlulas peludas de la
tricoleucemia.’

El mdtodo recomendado para esta tédcnica es el de Goldberg y
Barka que wutiliza naftol AS-B1 fosfato v pararrosanilina
hexasotionizada.

' La actividad de la fosfatasa dcida es incrementada en los
neutrdfilos de pacientes con inflamacidon aguda ,leucemia mielocitica
crdnica. En los linfocitos, la actividad enz2imdtica en las células T
es mucho mds alta que en las células B. La actividad de fosfatasa
dcida en las células T estd localizada en el aparato de Golgi y
presenta un patrdn moteado. Este patrdn enzimdtico caracteristico en
células T es de'’ considerable importancia como wun  marcador
especifico para estas células, especialmente para linfoblastos T.''
La tsoenzima 5 no es tnhidida por el tartrato. Linfocitos activados
células T, macrdfagos activados, algunos histioctitos, células
epitelioldes, células de Gaucher, pueden tener actividad enztmqiiica.
En los linfocitos la actividad enzimdtica es moderada y tiene un
patron de tincidn focal en o alrededor del aparato de Golgl. La
existencia en sangre, de células con fuerte actividad enzimdtica

suglere la presencia de leucemia de células peludas.

Reac tivos

Fi jador:

Buffer de citrato 0.38 mol/l pH 5.4 - — - - = - - - 2 ml
Agua destilada~ - = — = = = = = = = = = - = = - - = 18 ml
Buf fer de acetato 2.5 mol/l pH 5.2- - - = = = = = = 20 ml
Aceton@ — = =~ = = = = = = = = = = = = - - = - - - 30 ml

Colorante para la tincidn:

41



Agua detonizada precalentada a 37°C - - = = - = = - 46 ml

Acido naftol AS-Bl fosfdrico 12.5 mg/ml en

N,N’-dimetil formamida - - - - - - - - - = = = = - - 2 ml

Buffer acetato pH 5.2 - - = = = = = = = = = = - = - 2 ml

Sal Fast Garnet GBC 1 cdpsula

Filtrar en papel Whatman No. 54

Solucidn de contratincidn:

Hematoxilina dcida pH 3.3 (se wutilizd la que venia con el
equipo de le casa Sigma, al tgual Que todos los reactivos que estén
inclutdos en la caja de °'lymphocyte enzymes’ de la casa Sigma
Diagnostics.

Técnica: los frotis se fijan en la solucidn acetato-acetona
durante 30 segundos a temperatura ambiente en una jarre coplin, se
sacan y se lavan con agua deilonizada y se secan al aire por 15
minutos.

Se colocan los frotis en una jarra coplin con la solucidn de
tincidn recientemente preparada C(solo se utiliza una vez y se
desecha), y se incuban al adbrigo de la luz a 3’7°cenu.’grados durante
{ hora.

Una vez conclutdo el tiempo, se sacan, se lavan con agua
detonizada, se secan al aire {5 minutos y se colocan en la solucidn
de hematoxilina dcida por 5 minutos. Se sacan, se lava con agua
detonizada , se secan al aire y luego se monta con gelatina-glicerol
y un cubre objetos para poder observar varias veces la laminillae, ya
que no queda firmemente adherida al vidrio, una vez seca se observa
al microscopio con objetivo de irmersidn.

ed). - Alfa naftil acetato esterasa CANAEDC1005.-'Lla alfa naftil
acetato esterasa es vuna enzima de las llamadas esterasas no
especificas, éEstas son capaces de hidrolizar varios ésteres
alifdticos y aromdticos de cadenag corta. El sustrato de esta enzima
es el alfa naftil acetato que al ser hidrolizado nos da lugar al
detdo acdtico y un naftel gque se acopla con una sal de diazonio para
dar lugar a un azo-colorante de color café marrdn insoluble en agua.
Se ha observado que monocitos, granulocitos y subpoblaciones de

linfocitos muestran patrones unicos de actividad de esterasa. La
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reaccidn de esterasa no especifica se utilizae mds como marcador
especifico para monocitos y macrdfagos. El método que wutiliza alfa
naftil acetato o alfa raftil butirato con pararrosanilina
hexasotionizada en medio dcido es el mejor para demostrar monoctitos,
ya que los granulocitos no son demostrables por este mdtodo....lLa
reaccidn de esterasa no especifica es util en la tidentificacidn de
hy:stiocitos y monocitos, en el diagndstico diferencial de leucemias
agudas y linfoma de células grandes... Estudios inmunoldgicos han
revelado q@ue esta enzima esté presente en los linfocitos T

cooperadores. ’
Reac tivos
Fi jador:
Buffer de citrato 0.383 mol/l -~ - = =~ = = = = - - - 2 ml
Agua delonizada -~ = — ~ = = = = = = = -~ - - - - -~ - 18 ml
Metanol absoluto — — = — — = = = = = = — - - - —- - 5 nl
Adcetona = = — = = = = = = = = = = = = = = = - - =~ 27 ml

Solucidn de tincidn:

Buffer TRIZMA pH 7.6 (maleato TRIZMA 71 mmol-L a 37°C 50 ml

Fast blue RR una cépsula

a-naftil acetato — = = - = = = — = = = = = = = - - 20 mg

Etilen glicol monometil éter -— - = — = = — = = — - 2 ml

Solucidn de contratincidn: Hematoxilina de Mayer

Una wvez secos los frotis se fijen en la solucidn
citrato-acetona metarol durante 30 segundos a temperatura ambiente,
se sacan se lavan con agua deiontzada se secan al aire durante 20
minutos. Se colocan en jarras de coplin con el colorante y se
incuban @ 37°C al abrigo de la luz durante 30 minutos.
Se sacan del colorante, se lavan con agua deionizada, se secan
al aire y se contratifie con la hematoxilina de Mayer de 5-10
minutos,se secan al aire y se montan con glicerol-gelatina para su
observacidn al microscopio con objetivo de itnmersidn C101D.

3.~ Para todas las pruebas titnmunoldgicas, se procedid a
la toma de la muestra con una jeringa de pldstico de 20 ml. con
trdcar de calibre 18 haciendo una puncidn en la cresta iliaca de los
pacientes y disolviende la médula con 10 ml de dbuffer PBS y 150 U de
heparina como anticoagulante, colocados en la jeringa previamente.
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Para aislamiento de las células por gradiente de densidad se utilizd
Flcoll-Hypagque €2.5 mld y tres volimenes mds o menos de la muestra
de médula diluida con buffer PBS.(99)

Ftcoll-Hypague

Ftecol - - - = = = = = = = = = = = = = - = - - 7.5 grdt
Diatrizoato de sodio - - = = =~ = = = - = = = = 9.0 grdl
Buffer PBS

Nall (cloruro de sodioy — = = = = = = = = = = = = - = 17 g
NazHPOs (fostato debdsico de sodior. 7H20- - - - - 2.35 g

NaH2POs tostato monobdsico de sodio)y = — — — — = = 0.45 g

Agua c.b.p. - - - - - e e e e e e e e e - - - - 2,000 ml

Ajustar el pH a 7.4 con HCLl 6N.
Agente lisante de eritroctitos:

NHaeClicloruro de amonio) = = = = = = = = = = = = - ~-826 g
KHCOs(bicarbonato de potagio)— = == — = = = = — = - — 1.00 g
E.D.T.A. tetrasddico — = =— = = = = = = = = = = = - = 0.037 g
Agua destilada - — -~ = - = — = = = = = = = = = = - = 1000 ml

La médula diluide y el Filcoll=-Hypaque se colocan en uno o dos
tubos de ensayo de {3 X 100 mm y se centrifuga a 400 6
Caproximadamente 2,500 r.p.m.> durante 15 minutos a 10°C en
centrifuga refrigerada. lLa interfase de células blancas se separa
con una pipeta Pasteur y se lava dos a tres veces con el dbuffer PBS
por 5 minutos cade lavada centrifugando a 300 G.C{02D

Una vez terminados los lavados se resuspenden las cédlulas en
PBS ajustando la concentracidn de células aproxtimadamente a
15 x 10° ml, con lo que para cada anticuerpo se usardn 0.5 X 10°
células aproximadamente.

Con esta suspensidn se procede « la identificacidn de antigenos
de superficie con los anticuerpos monoclonales, a la formacion de
rosetas 'E'con eritrocitos de carnero y/o a la prueba para la
tnmunoglodulina de superficie Smlg de los linfocitos B.

Todos los anticuerpos monoclonales gque sSe usaron fueron
alicuotados con anterioridad y guardados en congelacidh a -70°C
para utilizar los grupos de tubos Eppendorf con los anticuerpos como

se fueran necestitando. Para reconstituir los anticuerpos
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monoclonales se usd suero fetal de ternera C12.5 mld y buffer PBé
colocando a cada tubo 600 ul Cno 500 como marca el fabricanted

y tomando de éstos, 5 ul para cada tubo, si? los monoclonales eran
de la casa Coulter, de o contrario 10 ul y llevando a 100ul
con agua destilada.

Método por Inmunofluorescencia.

A cada tubo Eppendorf con un anticuerpo monoclonal dado, se le
agrega 100 ul y en algunos casos 200 ul de la suspensidn de células
se agita en el vortex y se incuban 15 minutos, indistintamente a
temperatura ambiente o a 4° centigrados, transcurrido el tiempo se
lavan con PBS mezclando perjfectamente en el vortex y centrifugando
a 300 g por 2 a 3 minutos.

Luego se le agrega un antisuero anti-inmunoglobulina murina
conjugado con fluoresceina CGAM-FITC)> diluido con PBS en
relacidn 1:30, la cantidad de floresceina diluida es de 200 ul para
cada tubo se mezcla en el vortex y se tncuba 15 minutos al abrigo de
la luz Ctambién se hizo a temperatura ambiente y a 4°¢).

Una vez transcurrido el tiempo se lava 2 veces con PBS
centrifugando a 300 G durante 2 a 3 nminutos y decantando el
sobrenadante. Al precipitado de cédlulas se le agrega wun agente
lisante de glddulos rojos CLysed preparado con PBS en relacidn 1:50,
colocando 500 ul a cada tubo y agregando 100 ul de fijador Cque
puede ser formol), Coulter, se mezcla en el vortex y se centrifuga a
300 G por 2 a 3 minutos decantando posteriormente.

Al decantado se le agrega 1 gota de un estabilizador C(Coulterd
y 4 gotas de PBS, se agita en el vortex y se centrifuga a 300 g
durante 2-3 minutos, se saca, se decanta, se agita en el vortex el
precipitado y con pipeta Pasteur se deposita wuna gota en un
portaobjeto, o con una pipeta automdtica se colocan 10 pul de la
suspensidn de células, todas las veces se dej)d por 24 horas en el
cuarto fric y despuds de este tiempo se colocd sobre el portaodbjetos
una gota de una solucidn de PBS-glicerol (I ml PBS y 9 ml de
glicerold) y luego el cubreodjetos, sobre dste se agregd una gota de
acelte de inmersidn Y se observd al microscopio de
tmnunoflorescencia Cepl—iluminacidnd contando 100
células.€103,104,105>
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4. -Rosetas E con eritrocitos de carnero.

Se lavan eritrocitos de carnero frescos 3 veces con PBS
centrifugando a 400 G durante 5 minutos cada vez, despuds de la
dltima Llavada se resuspenden los eritrocitos en PBS a una
concentracidn de 1% Cvolumen de pagquete-volumen de PBS).

En un tubo de pldstico de 12 X 75 mm se depositan 200 ul de la
suspensidn de células y 200 ul de la suspensidn de eritrocitos de
carnero, se mezcla y se tincuba durante 30 minutos a 37°c
transcurrido el tiempo se saca de la itncubacidon y se centrifuge
a 220 G para promover el contacto entre células.

Inmediatamente después se incuba a 4Lc y despuds de l' hora
se observa al microscopio contando las rosetas que se encuentren
en 200 células (se resuspende el botdn de células, se coloca una
gota en un portaobjetos, se cubre y se observa con objetivo de
inmersidn). Siempre se dejd un tubo por 24 horas a Lc.

Consideramos roseta al encontrar 1 mononuclear con 3 o més’
eritrocitos de carnero pegados (106,107).

5. - Identificactdn de inmunoglodbulina de superficte Slgm. -

#Descubrimientos rectentes han mostrado que la expresion de
trmunidad celular y hunoral reside en dos poblaciones de linfocitos
Qque se originan en el timo Clinfocitos TO y médula dsea C(Clinfocitos
B>. Estas células tienen efecto modulador y efector en vartas
subpoblacioﬁes caracterizadas por marcadores de supericte
especificos.

Los receptores, antigenos y rosetas de eritrocitos, representan
3 categorias de marcadores de superficte. Los receptores enlazan
ligandos tales como Llas inmunogiobulinas Clgd vy complemento,
mientras Qque los antigenos son reconoctdos por anticuerpos dirigidos
contra antigenos expuestos en la superficie celular. Los eritrocttos
de carnero forman rosetas espontaneamente con los linfocitos T y los
eritrocitos de ratdén con los linfocitos B.

Los linfocitos B maduros son reconocidos por receptores para el
virus Epstein-Barr, receptores Fc, rosetas con eritrocitos de
carnero cubiertas con Ig y complemento y por la presencta de
itnmunoglodulinas de superficie (SIg>. Las primeras células pre-B



aparecen en el higado y la expresr{,dn— de lg es intracitopldsmica, en
este estadio de diferenciacidn no son demostrables las
inmunoglodulinas. Los linfocitos B expresan SIgH y no otras
tnmunoglobulinas que se dasarrollan o@tes que estas células las
expresen como IgA, 186, e IgD. SIlgD aparece exclusivamente en los
linfocitos B inmaduros que también lleven IgH. Las cdlulas SIgH +
son importantes pués inhiben el desarrollo y previenen la aparicidn
dé otros isotipos de células B.

# Tomado del inserto B-Lymphocytes de Sigma Diagnostics No.95

Reactivos:

Anticuerpo conjugado de fosfatasa alcalina intestinal de

ternera amortiguado a pH 8 con 0.02% de azida de sodio.

Buffer TRIZMA — — = — = = = = = = = = = = = - = 2 ml

Indicador SIg-sal Fast violet B- - - - - - - -0.03%

Naftol AS-TR é4cido fosfdrico - — - = = = - - 0.1%

Indicador de peroxidasa 2,7-diaminofluoreno 0.67% Con étor

monometil etilen glicolD.

Una vez separadas Llas cédlulas por el gradiente de
Ficoll-Hypagque, lavadas 2 veces con PBS se ajusta la suspensidn de
células a 6-7.5 X 10° /ml.

St tncuban {00 ul de la suspensidn de células con 30 ul de
anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina durante 30 minutos a 2-
8°c.

Transcurrido el tiempo se saca y se lava con bujfer TRIZMA o en
su defecto PBS centrifugando a 400 G por 10 minutos, decantando el
sobrenadante. Se agregan 500 ul de indicador Slg Cdisuelto con 2 ml
de TRIZMAD y se incuba 30 minutos a 37°C protegido de la lu=.

Al teminar la itncubacidn se homogeniza y con pipeta Pasteur se
toma una muestra, se coloca entre portay cubre y con aceite de
tnmersidn se observa al microscopio contando 100-200 células y se
determina el porcentaje de cédlulas positivas Que son las gue
presentan un color rojo casi siempre como punteado.



X. ~-RESULTADOS

Se prodd la formacidn de rosetas E con eritrocitos de carnero
en las 32 muestras de médula dsea, resultando 22 negativas y las 10
que dieron positivas son: 3T, 2 CALLA, 2T yB. 1 BTy M, {1 Pre B
vy 1 M7.

En lo referente a la prueba de Inmunoglodulina de superficte
SIgM solo se probaron 16 muestras ¢ porque no teniamos reactivod,
con los resultados siguientes: 13 negativas y positivas fueron I T,
1 CALLA y 1B T y M.

En las siguientes tablas, grdficas y fotografias se consignan
los resultados obtenidos en las pruebas realizadas con la
metodologia descrita, adicionando una tabla y una grdfica con los
datos que presentaron los niftos al ingresar al Instituto Nacional de
Pediatrtia, los cuales se constideran como factores de riesgo (Tabla y
grdafica No. 1D.

Los resultados de la clastficacidn morfoldgica se encuentran
representados en la tabla y grdfica No. 2.

Los resultados de las tinciones citoquimicas estdn agrupados en
la tadla y grdfica No. 3, anotando en las tablas 4 y 5 los
resul tados por separado para fesfatasa dcida de Schiff y fosfatasa
deida.

Los resultados de Llos marcadores para leucenia aguda
linfocitica estdn agrupados en la tabla No. 6, para leucemia aguda
mielocitica en la tabla No. 7 y en la tabla No. 8 y gréfica No.4 se
encuentran el diagndstico del inmunofenrotipo.

La correlacidn entre morfologia y citoquimica estd reportadae en
la tadbla No. 9 y representada en tu grdgica No. 5, morfologia e
itnmunofenotipo estd reportada en la tabla No. 10 y representada en
la gréfica No. 6 y la correlacidn entre citoquinica e
innunofenotipo estéd reportada en la tadbla No. {{ y representada en
la grdfica No. 7.
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LISTA DE TABLAS ¥ GRAFICAS

Tabla No. { Factores de riesgo, estdn considerados como tales
la edad, el sexo y el numero de leucocitos. Los datos estdn tomados
del expediente y la grdfica No. { nos muestra el numero de pacientes
que de acuerdo a la edad y el numero de leucocitos al tingreso caen
en los grupos de mayor o menor riesgo.

La tabla No. 2 y la gréfica No. 2 representan los resultados
del diagndstico morfoldgico, el cual como ya se indicd se realizd
siguiendo los lineamientos del grupo FAB Capénrdice AD.

Las tablas Nos.3,4 y 5 representan los diferentes resultados de
las tinciones citoguimicas, la gréfica No. 3 nos mnmuestra la
distriducidn de los resultados por grupos de edad.

Las tablas Nos.6, y 7 presentan los resultados a los marcadores
de superficie por itnmunofluorescencia y la tabla No. 8 y la gréfica
No. 4 nos presentan el resultado de la clasificacidn por
inmuno fenotipo.

Las tablas Nos. 9, 10 y 11, ast como las grdficas Nos. 5, 6 y 7
nos presentan la correlacidn & corresporndencia que existe entre los
tres mdtodos de diagndstico para las leucenias, morfologia,
citoguimica e itnmunofenotipo.

49



Tabla No. 1

FACTORES DE RIESGO

EE?D LEUCOCITAS AL  INGRESO SEXO  |SUBTOTAL
AHOS (10,002 |1@,00¢-5¢,00@ | )5@,000 | N F

C OE 2 1 1 2 1 3 4
2-18 14 q 2 11 9 2o
e 3 3 2 3 5 e
TavaL ie 8 6 1517 32

Dentro de los factores de riesgo
se toman en cuenta con mayor fre-—
cuencia:edad, sexo u el numero de
feucocitos al ingreso.

El factor raza ya se ha indicado
que aun cuando s¢ considera camo
predisponente a ia leucemnia (mna-
yaor frecuencia en blancos que --—
en negros’>(992>», en el presente -
caso se ha tomado a todos los ni-
fnos estudiados cnmo raza mestiza
ya que adn cuando los pacientes
son de diferentes estados de fa
republica, ninguno es de una et-
nia pura, de las diferentes que
aun existen en Mexica.
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Tabla Nao. 2

DIAGNOSTICO CITOMORFOLOGICO

£DAD DIAGNOSTICO CITOKORFOLOGICO F.A.E.
oS | LT[ L2 | M1 M2 | M3 M7 (T0TAL

MFM FIM FIM FIM FIM FIM F

{2 |1-2]| 1-0| 0-0 | 0-1 |O- 0| 0-0| 2- 3

2-10{72-3| 3-5| 1-0 | -1 | 0-0| O-1|11-10

>101-2| 1-1| -0 | -0 | 1-0| 0-06| 3- 3
T01AL {2-2| 5-6| 1-©0 | ©-2 | 1-0| ©O-1|16-16

El diagndstico citonurfulégico fue real izado
en el servicio de hematologia, tinendo los
frotis con WNright.

La clasificacian morfologica se obtuva si-
guiendo los l|ineamientos marcados poar el
grupo Franco-Americane—-Britanico (FAB).

Los resusltados aqui representados fueron
tomnados del expediente de cada uno de los
pacientes, consultado en el archivo clinico.
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FOTOGRAFIAS

Las fotografias Nos.1 y 2 nos muestran diferentes blastos de
frotis de pacientes de este estudio, teRiidos con Wright.- a. Blasto
en espejo de mano Qque algunas veces se encuentra en las leucgm.ia.s
tipo L1.-d. Un bdlasto gque cumple las caracteristicas del tipo L2.-
c. Blastos con rasgos mieloides que caracterizan a la leucemia M2.-
d. grupo de células con blastos de Lleucemia M3.-e. Blastos
caracteristicos de leucemia M4 (mielomonocitoided.- f. Conjunto de
células en las cuales se observan blastos con. pseuvddpodos Ccon
puentes entre sid y abundantes plagquetas, muy sugerente de leucemia
M7.

La fotografia No. 3 nos muestra 6 frotis de mddula dJdsea con
diferentes tinciones citoguimicas, también pertenecen al grupo de
pacientes estudiados. - a. Un blasto con granulacidn verde-azul, Lo
que nos indica positividad a la nieloperoxidasa.- b. Blastos con
granulacidn negruzca, indicativo de positividad al negro Suddn.- c.
Blastos con granulacidn polar, positivos para fosfatasa dcida.- d.
Blastos con positividad granular para la fosfatasa dcida.- e.Blastos
con coloracidn caracteristica de la fosfatasa dcida de Schiff.—- f.
Blastos con coloracidn pardo rojiza, caracteristica de la tincion de

alfa-naftil-acetato—-esterasa.

La fotografia No. 4 nos muestra los tres tipos de respuesta
positiva que podemos observar en las pruebas itnmunoldgicas.- a.
Formacidn de rosetas 'E' con eritrocitos de carnero.- b. Positividad
a la innunoglobulina de superficte SIgM de los linfocitos B.—- c.

Marcadores de superficie al microscopio de inmunofluorescencie.
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En lo que se refiere a diagndstico citoguimico, se considera
positivo cuando se observa la coloracidn caracteristica en 3% & mds
_de blastos tanto para la tincidn de Mieloperoxidasa como la de Negro
Suddn.

Para las dos tinciones citoguimicas anteriores se observd un
patrdén de positividad solamente en las leucemias nmieloides, con
lo que se cumple lo referido en la literatura (22>. Segun Hoyle y
Cols. (23>, la positividad al Negro Suddn es importante para la
tnduccidon a la remisidn, la respuesta al tratamiento y la sobrevida
de los pacientes.

Los resultados de la tincidn de fosfatasa dcida de Schiff
CPAS> y fosfatasa dcida se cuentan considerando el tipo de
granulacidn, en la tincidn de PAS se dan valores de alto intermedio
y dbajo Ccuadro No. 4> y en el caso de fosfatasa dcida se consideran
positivos todos, diferenciando entre postitividad ‘pola.r o granular
Ccuadro No. 5.

En el caso de alfa—-naftil-acetato esterasa, se considera
positiva una tincion cuande 3% o mds de blastos presenta la
granulacion caracteristica negro-rojizo.

Todos los resultados de las pruebas citoquimicas se encuentran
agrupados por edad y sexo en el cuadro No. 3 y la grdéfica
correspondiente; ademds los patrones caracteristicos se pueden
observar en las fotografias tomadas de los frotis de algunos*de los

pactentes estudiados..



Tabla No. 3
Edad | WPO [ WS [ PaS|F.aC, [AKAE Clasificacion citoquimica
Afios | W-F | W-F | W-F | K -F | H-F
por edad y sexo.
2 1-0(1-0| 2- 2| 2- 2{1-1 Todas las tinciones se hicie-
- ron en frotis de medula osea
2-10 0-2|0-2{111-1011-10|1-1 . .
segun las tecnicas descritas
>10| 1-2{1-2| 3- 4| 3- 4a|e-0 en material y metodos.
Tabla No. 4
FOSFATASA ACIDA DE SCHIFF | "o wseres
consideran de
INMUNO- BAJO INTER- | ALTQ |TOTAL interes el grado
FENOTIPO MEDIC de positividad en
la tincion de PAS
PRE-B TENP t [} t 2
por lo que se re-
COMUN 8 8 1 17 porta como hajo -
intermedio y alto
T 3 1 @ 4
Tyl 2 @ @ 2
BTYNR 1 ['§ @ 1
L} 3 2 t 6
Total 18 1 3 32
Tabla No. 5
FOQFATAQA ACIDA Se considera que
- las Leucenias de
PASITIVO INNUNQFEND T TPQO células T presen-
PRE-8 | COMUN | T |TuB |[dTuyM| M TaTAL tan positividad
far, todos |
Mo polar | 2 7 |4 | 2 1 s a2 | Toory odes fes
otros fenotipos
iti
Polar '] T e @ g | SN Posthivesen
forma granuiar.
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Teabilea MNo . [ =

MARCADORES DE LEUCEMIA AGUDA LINFOCITICA

zzg; DR C?e Cge Cg, C?s CD5 CD7 CD4 CDZ BDB
M-F M=F M-F. M-F M-F M~F M-F M=F M~F M-F

< 2 1=-2 1=1 1-2 9-0 e-1 0-8 e-8 g -] 1-8 -2
2-10 . 8=7 18-3 2-9 1-8 9 -5 2-4 2-2 1=-2 4-2 1-2
>te 3-2 2-1 1-e -9 2-1 e-3 -2 ad ] e-2 e-1

Tab l o No . rd

MARCADORES DE LEUCEMIA AGUDA MIELOCITICA

E gg L 0?4 c?db ?g My® Cga Cg4 C21 GF 1B }i?{ I1la FVIIL
M-F M-F M=F M-F M-F M-F M~-F M-F M~-F M—-F| M-F M-F M=F
<2 o-1 e-1 -1 -8 -9 1-0 8-2 1-0 -0 1~9| o-1 o-e 1-08
2-1808 3-1 0-—-1 -1 -] -9 -1 3-2 0-0 -0 o-1 -1 9~-1 o-1
>te -2 2-0 -9 1-2 1-9 8-1 1-1 -0 2-9 e-0| e-8 8-9 -8

Nota.- E! antlcusrpo monoclional ., =e consldera posltivo >104
Para todos los otros antliocuerpos monooclonales se toma por positivo >3

Teab il a No . (=]

DIAGNOSTICO POR INMUNOFENOTIPO

ERae BBR:® COMUN T 'r w B BTuwuM | Mo M2 M3 mz NUL A |

M _-F " o-F M- F M- F M- F M-F m-F | n=F | n-r | m-r |
<2 1 -9 e - 1 e - ® & — ® e - ® () -0 -0 1-e -1 _ |
2-19 v - 8 - % 1 =~ 1 1 -1 e - @ 2-@ 2-9 -9 8-1 e-e |
»{8 8 ~- @ 2 - e - 2 e - © 2 -1 2—1 e-1 1-0 0-9 e-2 .|
TOoTAL 2 - 1 10-6 1 -3 1 =1 0 - 1 -1 2-1 1-9 1-1 L
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En base a la clasificacion inmunologica se dividen los
pacientes en positivos o negativos segun el porcentaje observado de
los marcadores de superficie: para el monoclonal p se considera
positivo con 10% & mas, todos los otros marcadores deben tener 3007 o
mas. Para clasificar a una leucemia como nula, todos los marcadores
de superficie debe dar negativo o tener positividad el DR o HLA-DR.

Los subgrupos inmunoldgicos se clasificaron de acuerde a los
criterios de Nadler y Cols. (108> en:

Estadio de celula B precursora Inmunoferotipo
1 ' DR
11 DR, CD1v»
111 DR, Z9,CDso
v DR, CD19,CD10.C D20

Todos los resultados del inmunofernotipo estan anctados en los
cuadros 6 y 7 y el diagndstico final entregudo a los médicos estd
indicado en el ¢cuadro 8 y la grdéfica respectiva, el patron de
postitividad es sinmilar para todos Llos marcadores y se encuentra
representado en la  fotografia tomada al microscopio de

trununo fluorescencia.
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Tabla No.

9

MORFOLOGIA Y

CITOQUIMICA
L1 |L2|M2 |m3 [Ma |Ms
MPO | 0| @ 3| 1| 1| 1
NS o 3| 1] 1] 1
PAS[11 (15| 3| 1] 1| 1
F.ac|11 (15| 3| 1] 1| 1
aNa-l 1o 10| 1|

.
Correlacion entre mnmorfolagia

y citoquinica

Tabia No.

10

MORFCLOGIA E

IRMUNOFENOTIPO

L1 |L2|[nz2]m3[md m5
Pre-B| 1| 1|00 0| o
Comun 9| Blofo o] e
T ol alolo |o] o
Bu T| o 2{elo 0| o
BTuM| o] o|lo1 |o]| e
Mo ol oj1]o |0} o
M2 ol of1]|o || e
M3 o olole 1| @
M7 ol ololo lo] 1
Nula| o 1lo|o 0| o

rd
Correlacion entre morfologia

inmunofenaotipo
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Tabla No. 11

INMUNOFENOTIPO Y CITOQUIMICA

Pre-B |[Comiun | T | TuB (BTuM | Mo (M2 (M3 M7 [Nula
nPo ° o |o| o 1 1|11 |2 0
NS ° o (0| o 1 1 1 {1 ]2 °
PAS 3 16 |a]| 2 1 NENERE 1
F.Ac.| 3 16 |a | 2 1 11 |1 ]2 1
ANAE ° o (e | o ° o e |1 |2 1

Correlacion
. rd
citoquinica

entre inmunofenotiro 4
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XI. - DISCUSION ¥ CONCILUSIONES

De acuerdo a los objeiivos planteados para este trabajo:

1. - Realizar la clastficacidn cltomorfoldgica e
inmunofenotipica de leucemia aguda en nifos mexicanos y

2.~ Definir los patrones citoguimicos para cada uno de los
tipos de leucemia aguda diagnosticada.

Estos se cumplieron, ya que como se ha sefalado, siguiendo las
tndicactiones del grupo FAB (3,4,7 y 10> se procedid a la
clasificacidn morfoldgica, segun estéd reportado.

Con los anticuerpos monoclonales que tuvimos a disposicidn
durante el tiempo que durd el trabajo experimental, se procedid
segiin la literatura consultada, por diversos autoresC 48 a 69> y de
acuerdo a las indicaciones gue fueron dadas en el laboratorio, a
trabajar con las muestras de médula dsea ya fuera de piso, cuando el
paciente estaba hospitalizado o de consulta externa, st las

condiciones del paciente le permitian ser ambulatorio.

Todas las muestras fueron procesadas segin la metodologia
descrita, gque si bién en muchos casos no es muy ortodoxa, es la que
ha dado resultados satisfactorios en 6 u 8 afos que la manejan en el
ladoratorio de Hematologia del Instituto Nacional de Pediatria.

En lo referente a los patrones ciltogquimicos Qque se pretendian
definir, solamente se corrodd lo sefialado por los diferentes autores
consultados (13,18 a 255 ya Que encontramos gue todas las leucenmias
independientemente de la clasificacidn mor foldgica o
tnnunofenotipica fueron positivas a la coloracidn de PAS (fosfatasa
dcida de Schiffd> y a la fosfatasa dcida.

Es importante notar Qque de acuerdo a Savage (32> la positividad
de la fosfatasa dcida en forma polar es caracteristica de la
leucemia Aguda de células T y de las 4 Leucemias de células T que
encontramos 3 presentaron positividad polar y una bifenotipica
T y B también la presentd, en cambio las otras 28 fueron positivas a
la fosfatasa dcida en forma granular.

Este resultado coincidid con una positividad superior al 20%
Climite marcado por el propio laboratoriod en la formacidn de
rosetas E con eritrocitos de carnero. Las otras leucemias que

formaron rosetas y se reportaron como positivas tenian menos de 20%,
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y fueron 2 CALLA ¢ cominvo, 1 BT y M Ctrifenotipicad, 1 Pre-B'y una
M7, lo cual se explica como restduos de células T de la médula Jsea
segun observaciones de la morfologta.

Por lo gque se refiere a los patrones de positividaed de PAS, de
acuerdo con algunos autores (19 no representa mayor diferencia el
Qque sean bajos, intermedios o altos, ya que tanto { Pre-B como 1
CALLA, vy {1 M3 fueron altos, la mayor parte de leucemia comin
presentd un patrdn intermedto, asi como 1t M7, 1 Nula y 1 T,
las otras 26 presentaron un patrdén dajo. Seria necesario seguir
el curso de la terapic que se apligque a los niXos con Lleucenmia,
realizando cada vez que se presenten a consulta nuevos frotis y
tinciones y de esta manera quizd saber st, la edad, tipo de
leucemia y tratamitento cambian los patrones de positividad de la
ttncidn del dcido peryddico de Schiff.

En lo referente a la tincidon de la Peroxidasa, solamente las
leucemias M dieron positivo, cumplidndose lo referido en la
literatura como tincidn diferencial para este tipo de leucemias(225.
El patrdn de inclusidn para considerar positive una tincidn de
peroxidasa fué de )57. de blastos +, segun referencia del Dr. Paredes
de 4-15% puede ser mielotde con componente linfoide.

Por lo que se refiere a la tincidn con Negro Suddn también se
presentd el mismo patrdn de positividad que la peroxidasa, las
leucemias mieloides fueron Llas unicas positivas. en este caso
tandidn se sigue el patrdn de > 3% de blastos positivos.

Segun Hoyle et al. (23> la positividad al suddn negro es
tmportante para la induccidn a la remisidn y la respuesta al
tratamtento y la sobreviencia de los pacientes, wuna positividad
dédbil predice duracidn en la remisidn, y si es fuerte la remisidon
serd corta y el paciente puede presentar hemorragias Cyso CID> 'y
morir. Por eso sugiero que se siga el tratamiento de Llos pcientes
con las tinciones ctitoguimicas.

Con la tincidn de alfa—naftil-acetato-esterasa solamente
encontramos 4 positivo dédbil: { M7 con < de 20%, 1 M3, I1M7 y { nula
con > de 20%, la tincidn se considera especifica para M4 y M5, lo
que hace suponer Que posidblemente algunas Eélulas de la médula se
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tieron dando esa positividad o que estuviera enmascarado por el

tnmunofenotipo M3 o M7 un componente monocitico, asi como en la
nula.

En cuanto a la hipdtesis enunciada, ésta se cumple, porque no
se encontraron diferencias entre lo reportado en la literatura en
relacidn a las razas blanca, negra o amarilla, y los niffos mexicanos
como raza mestiza presentan los mismos patrones ciltoguimicos y de
tnmunofenotipo que todos los otros niffos del mundo:

En cuanto a los factores de riesgo, se necesita un estudio
muy largo para poder evaluar correctamente, los hédbitos de las

farilias y las relaciones con su entorno, se presume @que, al ser
familias de estatus socioecondmico medio-bdbajo C segun Llos datos
encontrados en el expediented, estdn mds en contacto con productos
quimicos como insecticidas, herdbicidas y otros gque pueden ser
factores predisponentes al padecimiento, sin embargo son
suposictoneé solamente y para comprobarlo, es necesartio realizar un
estudio prospectivo y retrospectivo a largo plazo.

En conclusidn, los estudios realizados tienen validez desde el
punto de vista que contriduyen a mejorar el grado de supervivencia
de los nifios que padecen leucemia; sin embargo es un estudio muy
caro y por lo tanto no es fdcil de implementar en cualguier regidn
de la Republica. Por otra parte con una buena observacidn de la
mor fologia y las‘ tinciones ciltoguimicas bdbidn estandarizadas, es
postdle lograr hasta un 95% de certeza en el diagndstico.
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APENDICE A

En virtud de Que todas las observaciones son al microscopio se
ha establecido un criterio de inclusidn para dar como positivo o
negativo un resultado, a saber:

En la clastificacidn morfoldgica se siguen los criterios del
grupo cooperativo Franco Americano Briténico CFAB>, como ya se ha
indicado en varias ocasiones, o sea con el siguiente esquema de
puntuacidn para leucemia linfodbldstica Lt y L2:

Lt L2
> 0O = a 75% de las células estd + -
a expensas del nucleo
Nucleolos Pequeflos + -
Grandes - +
Contorno del nucleo, redondo delgado
membrana sin identaciones o hendiduras
en > o = a 25% de las células -
Tamafto del nucleo ..... pequeiio
grande -
Ll =0 a +2
L2 = 1-a -4

Para Leucemia aguda mielobldstica:
M1 Leucemia mielodldstica sin maduractidn
90% o mds de mielodlastos no granulares o escasos con pocos
grénulos azurdfilos y bastones do Auer.
dos o mds nucleolos promirentes
Meros de lOR de células con cierto grado de maduracidn
3% o mds de bdlastos mieloperoxidasa positiva.

M2 lLeucemia mielodldstica con maduracidn
30 a 89% de mielodlastos
= o0 > de 10% de promielocitos y células con diferentes grados de
maduracidn
blastos con nucleolos prominentes
cantidad de citoplasma variable
grénulos azurdfilos y escasos bastones de Auer
< de 20% de monocitos.
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M3

Leucemia premielocitica hipergranular
mds de 10% de las cédlulas son premielocitos anormales con
granulaciones gruesas
nucleos de forma y tamaRo vartiable, rentforme o lobdbulado
cttoplasma ocupado completamente por grdnulos grandes
proporcidn variable de células caracteristicas que contienen
abundantes bastones de Auer Ccédlulas astilladas o * faggot'>
Leucemia mielomonocitica
diferenciacidn granulocitica y monocitica
mds de 30% de dlastos
la suma de mtelobia.stas. premielocitos, mielocitos y
granuloctitos maduros es >30% y < de 80%
la proporcidn de premonocitos y monocitos es de mds de 20%
en sarngre periférica la cuenta de monocitos y premonocitos es
de 5 X 10°/1 o mds.
Leucenia monoctltica
> de 80% de células mornociticas
Tipo A: escasa diferenciacidn Cmonodlésticad
80% o mds de las células monociticas son
monoblastos granrndes
nucleolos vesiculares prominentes
citoplasma voluminoso, puede presentar uno o mds
pseuddpodos, basdfilo y con escasos grénulos asurdfilos
menos de 20% de premonoctitos.
Tipo B: diferenciada
< de 80% de las células monociticas son monoblastos
monoblastos con nucleo  grande de apariencia
cerebdrtiforme
citoplasma grisdceo con finos grdnulos asurdfilos
predominan premonocitos y monocttlos
menos de 0% de componente granulocitico
ambos tipos pueden contener escasos bastones de Auer.

Eritroleucemia
50% o mds de componente eritropoyético
eritrodlastos con rasgos morfoldgicos bizarros, nicleo

multilodulado, nucleos miltiples
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presencia de fragmentos nucleares
formas gigantes y rasgos megalodldsticos
30% o mds de mielodblastos y premielocitos
megacariocttos anormales, Jormas mononuc leares o
micromegacariodblastos.
M? Leucemia megacariodbldstica
>30% de blastos, de los cuales, la tercera parte dedbe
demostrarse que sean megacarioblastos
células pleomdrficas semejantes a L1 o L2
tamaffo celular heterogeneo
protusiones hialinas, pseuddpodos ciltopldsmicos con plaguetas
este grupo dedbe apoyarse para su clastficacidn en:
evaluacidn ultraestructural
cltoguimnicas
anticuerpos monoclonales.

Los resultados del diegndstico morfoldgico se encuentran
agrupados en el cuadro No. 2 y la grdfica correspondiente. Algunos
de los rasgos caracteristicos se presentan en lLlas fotografias
tomadas al microscopio, de los frotis de médula dsea de varios de
los pacientes diagnosticados.



APENDICE B
GLOSARIO DE TERMINOS MEDICOS

Adenomegalia. - Hipertrofia de una gldndula o ganglio.

Adiramia .- Falta o pérdida de fuerza.=Astenia.

Arorexia. - Falta de apetito.

Artralgia. - Dolor en una articulacidn.

Auscultar. -Método de examen fisico Que consiste en escuchar los
sontdos Que se producen dentro del cuerpo, especialmente en el
corazdn, vasos y aparato respiratorio.

Bipalpedral. - Los dos pdrpados.

Cardiomegalia. - Hipertrofia cardiaca.

Cefalea. -Dolor de cabeza = Cefalalgia.

Convulsidn. - Contraccidn violenta e tnvoluntaria de la
musculatura estriada del cuerpo, secundaria a un mecanismo
ardxico,eptléptico o tdxico.

Disnea. - Dificultad en la respiracidn. Puede ser inspiratoria o
expiratoria.

Edema. - Acumulacidn abundante de liQquido seroaldbuminoso en el
tejido celular debido a diversas causas: disminucidn de la presidn
osmdtica del plasma por reduccidn de proteinas; aumento de la
presidon  hidrostdtica en los captlares por itnsuficiencia
cardiaca; mayor permeadbilidad de las paredes capilares u obstruccidn
linfética.

Encefalopatia. - Enfermedad o trastorno del encéfalo.

Epistaxis. - Nemorragia por las fosas nasales.

Equimostis. - Extravasion de sangre en el interior de los
tejidos. Coloracidn producida por infiltracidn de sangre en el
tejido celular sudbcutaneo o por la ruptura de vasos captilares.

Esplenomegalia. - Aumento de volumen o hipertrofia del dbaso.

Fiedbre. - Sindrome  complejo integrado por hipertermia,
taguicardia, taguipnea, estado saburral, quebrantamiento e
intranguitlidad o estupor.

NHepatomegalia. -~ Aumento de volumen del higado.

Niperuricemia. - Exceso de dcido iurico en la sangre y efectos
consecutivos.

Hipoxia. - Anoxia moderada , oxidacidn insuficiente.

83



Insufictencia cardiaca. - Término general para las afecciones
cardiacas llegadas al periodo de hiposistolia.

Evacuaciones melénicas. - Expulst&n de sangre alterada por el
ano, sola o con heces.

Nefropatia. - Término general para las enfermedades del rifidn.

Petequia. - Pequefia mancha en la ptel formada por e{ustdn: de
sangre; no desaparece por la compresidn del dedo.

Sindrome. —cuadro o conjunto sintomdtico; serie de sintomas Yy
signos Qque existen a un tiempo y definen clinicamente vun estado
morboso determinado.

Sindrome de Down.- Anomalia congénita por alteracidn cromosdmica
Ctrisomia 21>, Que se caracteriza por defictiencia mental, facies
mongoloide, macroglosia, braguicefalea, braguidactilia, hipotonia
muscular, y tendencia a otras mal formactiones = Mongolismo.

Sistole.- Periodo de contraccidn cardiaca, especialmente de los
ventriculos, que tiene por odbjeto arrojar la sangre recidbida de las
auriculas a las arterias aorta y pulmonar.

Saburra. - Materia mucosa espesa no digerida en el estdmago o
formando una capa sobre la lengua de moco y células descamadas.

Taguicardia. - Aceleracidn de los latidos cardiacos.

Tagquipnea. - Respiracidn acelarada y superficial.
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